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1. BEVEZETES

A novényi virusok gazdasagi jelentésége felbecstilhetetlen, egyes szerzék
szerint a mezdgazdasdgban bekovetkezett termésveszteség és mindségromlds
feléért is felel6ssé tehetSk. Evrsl évre tjabb virusok keriilnek azonositasra, s6t a
technikai lehet6ségek fejlédésével ma mar olyan virusokat is azonositanak, melyek
lathato ttineteket nem okoznak. A mar régéta ismert virusok is folyamatosan
valtoznak, megajulnak. A kornyezeti viszonyokhoz térténé alkalmazkodés soran
Ujabb, kordbban nem fert6zott teriileteken jelenhetnek meg adott virusok, illetve a
kordbban is jelenlévé virusok wj varidansai kertilhetnek el6térbe példaul a
magasabb hémérséklethez torténé alkalmazkodds soran. A globalizacids
folyamatok és a nem mindig megfelel6 karantén viszonyok is hozzajarulhatnak a
korabban egy adott régiéra nem jellemz6 virusok megjelenéséhez, amik a mar
jelenlévd virusokkal versenyezhetnek, de akér szinergizmus révén a korabbinal
sulyosabb jarvanyokat is kialakithatnak. A virusok elleni védekezési stratégiak
kialakitasdban fontos szerepet jatszik rezisztencia gének beépitése a termesztésbe
vont fajtdkba. Ezek a rezisztencia gének A&ltaldban csak idSleges megoldast
jelentenek a virusfert6zéssel szemben, és el6bb-utobb megjelennek a rezisztenciat
attor6  virustorzsek, majd ezek id6vel dominanssa is valhatnak a
viruspopuldcioban. Ezeknek a mutdnsoknak az eredete mindig kétséges,
kialakulhatnak a kordbban jelenlévé viruspopuldciébél mutéciéval, illetve
rekombindcidval, esetleg a terméfoldeket koriilvevd természetes 6koszisztémaban
koréabban is jelenlévd, de addig nem dominéans izolatum is el6térbe kertilhet.

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) minden
szempontbol az egyik legsikeresebb virus. Gyakorlatilag nincs olyan tertilet a
vilagon ahol mez&gazdasagi termelés folyik és a CMV ne fordulna el6,
megtaldlhaté trépusi teriiletektSl egészen az északi vidékekig. A CMV
gazdanovény spektruma hihetetlentil széles, mind egyszikti mind kétsziki
novényekrdl leirtdk, éppugy megtalaltdk lagyszard, mint fas novényeken. A
kilonboz6 izolatumai ugyanazon a gazdanovényen is a legvaltozatosabb

tiineteket alakithatjak ki, az egész stlyos, a novény pusztuldsat okozé nekrézistol
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az alig lathaté6 halvdny mozaikig széles skalan mozognak a megfigyelt
betegségtiinetek. Természetes Okoszisztémdkbol is a legvaltozatosabb
novényeken azonositottd a CMV-t. Ugyanakkor a vele legszorosabb rokonsagban
levs, felépitésében és miikodésében hozza nagyon hasonlé paradicsom
magtalansag virus (Tomato aspermy virus, TAV) és a foldimogyoré satnyulds virus
(Peanut stunt wvirus, PSV) messze nem tekinthetd ilyen sikeres virusnak,
elterjedéstiik és gazdasagi jelentdségiik 1ényegesen sziikebb.

Az elmult két évtizedben a molekularis bioldgia moédszertananak fejlédése
megteremtette a lehet6ségét annak, hogy a korabban leirt valtozatos patologiai
jellemz6k kialakulasdnak okait megprobaljuk feltdrni, megtegyiik az els6
lépéseket afelé, hogy megérthessiik azt, hogy egy igen egyszerti, csupan 6t fehérjét
kédolo orokitéanyag fehérjeburokba csomagolva hogyan képes drasztikus
betegségtiinetek kialakitasara.

Munkam sordn az egyik legrégebben felfedezett és legvaltozatosabb
novényi virushoz az uborka mozaik virushoz és rokon virusaihoz kapcsol6dé
munkdimat foglaltam ssze. Kiilonb6z6 CMV izolatumokkal dolgoztam, melyek
kozott szerepelt dr. Beczner Laszl6 altal az 1970-es évek végén gytjtott izolatum
(Trk7-CMV) épptgy, mint az 1990-es években izoldlt, a vildgon legelterjedtebb
izolatumokhoz hasonl6 tiineteket mutaté izolatum (Rs-CMV), illetve egyedi
patologiai jellemzkkel rendelkez6 izoldtum (Ns-CMV) is. Kisérleteinkbe szintén
bevontuk a két legkozelebbi rokon virust, a TAV-ot és a PSV-t. Megprobaltunk
hozzajarulni annak megértéséhez, hogy a betegségtiinetek és a gazdanovénykor
valtozatossdgdnak meghatdrozasat illetve ehhez kapcsolédéan a virusok

valtozatossagat és véltozékonysagat milyen tényez6k befolyasolhatjak.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) névaddja a négy
tagot szdmlalé Cucumovirus nemzetségnek, ahovd a CMV-n kiviil a paradicsom
magtalansag virus (Tomato aspermy virus, TAV), a foldimogyoré satnyulds virus
(Peanut stunt virus, PSV) és az utébbi idében flizéres diszcsorbarél leirt Gayfeather
mild mottle virus (GMMV) (Ian és mtsai., 2009) tartozik. A Cucumovirus nemzetség
az Alfamo-, llar-, Bromo- és Oleavirus nemzetségekkel alkotja a Bromoviridae
csaladot, mely szdmos mds viruscsaladdal egytitt a Nidovirales rend tagja

(Roossinck és mtsai., 1999a).

2.1. A cucumovirusok jelentdsége

Az uborka mozaik virus egyike a legrégebben ismert névényi virusoknak.
Az Egyesiilt Allamokban 1916-ban irtak le el6szor sargadinnyérsl (Doolittle, 1916)
illetve uborkarol (Jagger, 1916). Az azoéta eltelt években a viladg szinte minden
orszagaban megtalaltak, mind mérsékelt égovi, mind trépusi tertileteken. A CMV
széls6ségesen polifdg, az Osszes ismert virus kozil a CMV rendelkezik a
legszélesebb gazdanovénykorrel, mintegy 85 csalddbol tobb mint 1000
novényfajrol irtdk le (Douine és mtsai., 1979; Edwardson és Christie, 1991) és ez a
szam folyamatosan novekszik.

A CMV a termesztett novénykultardk, kiillondsen a zoldségnovények egyik
legjelentésebb viruskérokozoéja (Tomlinson, 1987), de a disznovénytermesztésben
is komoly karokat okoz (Flasinski és mtsai., 1995). Salyos jarvanyokat is okozhat,
példaul leirtak a CMV 4ltal okozott paradicsom nekrézis jarvanyt
Franciaorszdgban, Olaszorszagban és Japanban, banantiltetvények mozaikossagat
Marokkéban és Kozép-Amerikdban, vagy az édesburgonya mozaikossagat
Izraelben (0sszefoglalé: Palukaitis és mtsai., 1992). A CMV hazankban is az egyik
legrégebben leirt (Szirmai, 1941) és gazdasagilag is az egyik legjelent6sebb
novényi virus (Horvath és Beczner, 1983), ezért az ellene valé védekezést mindig

aktualis feladatként kell kezelntink (Gallitelli, 2000).
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A CMV fert6zés okozta tiinetek igen véltozatosak lehetnek, ami
nagymértékben fligghet a virusizolatumtdl, illetve a gazdanovénytsl. A
leggyakoribb tiinetei a levelek mozaikossaga, esetleg deformécidja (1. A abra).
Paradicsom novény esetén tipikus tiinet a levelek elkeskenyedése, az un.
pafranyleveltiség (1. B dbra). A leveleken megfigyelhetiink nekrotikus foltokat is
(1. C abra), de terméseken is okozhat tiineteket (1. D dabra). Igen latvanyos

cirmossagot is okozhat kiilonb6z6 névények viragjain (1. E dbra).

1. abra A CMV fert6zés tiinetei: A: cukorrépa, B: paradicsom, C: paprika novény,
D: paprika bogy®, E: ibolya

Laboratériumi korilmények kozott konnytszerrel jellemezhetSk egy-egy
CMV izolatum patolégiai sajatossdgai, a természetben azonban gyakran nem
tiszta CMV fert6zéssel talalkozunk. A virust sok esetben kevert fert6zésekbdl
izolaljak, ilyenkor az eredd tiinet stlyosabb lehet, mint az egytittesen fert6z6

7
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virusok ttinetei dnmagukban. J6l ismert példa a CMV tiineteinek silyosbodasa
Potyvirusok jelenlétében, amit a két virus szinergizmusa okoz (Pruss és mtsai.,
1997; Wang és mtsai., 2002).

Mig a CMV gazdanovénykore és elterjedése a novényi virusok kozott
szokatlanul széles, addig a PSV és a TAV gazdanovénykore lényegesen sztikebb.
A PSV természetes kortilmények kozott els6sorban a Leguminosae, Chenopodiaceae
és Solanaceae csaladba tartoz6 novényeket fertézi, a TAV pedig féleg a
Chenopodiaceae, Compositae és Solanaceae csaladba tartozé fajokon taldalhaté meg
(Kaper és Waterworth, 1981). A PSV fert6zésnek komoly gazdasagi jelent6sége a
foldimogyoro termesztésben van, mig a TAV fert6zés a krizantém termesztésben
okoz komoly problémékat (Kaper és Waterworth, 1981). Hazankban a PSV az akac

legfontosabb virus eredetti korokozoéja (2. abra).

2. dbra PSV tiinete fehér akac levelén (Fot6: Kiss Laszl6)

Mindhdrom virust féleg rovarvektorok terjesztik. Legalabb 75 levéltetti
fajrél bizonyitottdk, hogy terjesztehtik a cucumovirusokat (Fritzsche és mtsai.,
1972), legfontosabb ezek koziil a Myzus persicae és az Aphis gossypii. Mind a harom
virus mechanikai dton is atvihetd, igy folids termesztésben is komoly karokat
okozhatnak. Szdmos esetben figyeltek meg magatvitelt is, igy a
vetémagtermesztés nemzetkozivé valasa a virus terjedésének wjabb lehet6ségét
hozta. A virus magon beliili lokalizaciéja csak néhany esetben ismert, példaul a

8
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tyakhur (Stellaria media) esetében az embriéban, mig a vad uborkanal (Echinocystis
lobata) az endospermiumban talalhat6 (Palukaitis és mtsai, 1992). A
gyommagvakkal torténé magatvitel jelentésége igen nagy, mivel gyakran a
gyommagvakban attelel6 virus jelenti a kovetkez6 évben a természetes fert6zés

forrasat.

2. 2. A cucumovirusok jellemzése

Mind a négy cucumovirusnak hasonlé6 a morfologidja és a
genomszervezédése, azonban jol elkiilonithet6k egymastél szeroldgiai
tulajdonsagaik és nukleinsav sorrendjiikk alapjan (Kaper és Waterworth, 1981,
Diaz-Ruiz és Kaper, 1983).

A cucumovirusok részecskéinek fizikai tulajdonsédgai rendkiviil hasonléak a
Bromoviridae csalad mas tagjaihoz. A virion mintegy 29 nm atmérsjti, csonkolt
cstcsa ikozaéder alaka (3. A 4bra). A kapszidot 180 egyforma kopenyfehérje
alegység alkotja (Finch és mtsai, 1967), a viruspartikulumok belsejében
megfigyelhet6 elektrondenz allomdny a virus genetikai anyaga, de
rendezetlensége miatt a virusrészecske rontgendiffrakcids szerkezetében az RNS

molekuldk atomi felbontdst szerkezete nem hatarozhat6 meg (3. B 4bra).

A B

3. abra A: Az uborka mozaik virus morfolégidja krio-elektronmikroszképidval
nyert adatok alapjan B: Negativan festett CMV virionok elektronmikroszképos
preparatumon (Fot6: dr. Szabo LaszI1o).
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A genomi RNS elektrosztatikus kolcsonhatéssal kotédik a kapszidhoz. A
virusrészecskét is elektrosztatikus kolcsonhatdsok tartjdk Ossze, ezért a virion
szerkezete konnyen megbonthaté gyenge detergensekkel, vagy nagy
koncentraciéja séoldatokkal. A kopenyfehérje alegységek laza illeszkedése a
virust érzékennyé teszi ribonukledzok hatésaira is. A 180 kopenyfehérjébdl allo
virusrészecskét 60 darab kvéazi haromfogast szimmetria tengely menti
konformaécidjukban kicsit eltéré kopenyfehérjék trimerje (A, B és C) épiti fel (Finch
és mtsai., 1967; Smith és mtsai., 2000).

2.2.1. Genomszervezddés és fehérjeexpresszio

A Bromoviridae csalad tobbi tagjahoz hasonléan a cucumovirusok 6rokité
anyaga is harom, egyszalt, mRNS orientaciéja RNS molekuldkbol all (4. abra),
melyek hossza 3,36; 3,05 és 2,22 kb. Az egyes és kettes genomi RNS-ek kiilon-
kiilon virusrészecskébe csomagolédnak, mig a hdrmas RNS a szubgenomi négyes
RNS-sel csomagolodik egy viruspartikulumba (Lot és Kaper, 1976). Mindegyik
RNS 5 végén az eukaridta mRNS-ekre jellemz6 7-metilguanozin sapka taldlhato
(Symons, 1975). A 3" végek er6sen konzervalt szekvenciamotivuma magnézium
ionok jelenlétében tRNS-szerti masodlagos szerkezetet vesz fel (Joshi és mtsai.,
1983; Rietveld és mtsai., 1983) és a CMV esetében acetilalédhat (Kohl és Hall,
1974), mig a TAV-nél ez nem fordul el6 (Joshi és Haenni, 1986). Ez a struktara a
virus replikdciéjanal az antiszenz RNS szal prométeréiil szolgal (Sivakumaran és
mtsai., 2000).

A cucumovirusok genomja sszesen 6t fehérjét hatdroz meg, az RNSl-en
egy, az RNS2 és 3 molekuldkon 2-2 gént talalunk. A bicisztronikus RNS-ek 3’
végén elhelyezked6 20, illetve 3b gének azonban nem kozvetlentiil a genomi RNS-
ekrél, hanem az azokrdl szintetizdlodé szubgenomi RNS4A illetve RNS4
molekuldkrol transzlalédnak (4. abra). A 2b gén érdekessége hogy 5" régidja atfed
a 2a fehérjét kodolo rész 3" végével, de nincsenek egy leolvasasi keretben. Mig az

RNS4A 0,7 kb hosszasagut, az RNS4 hossza 1,0 kb.

10
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1a
RNS1 5 3 3,3 kb

2a 2b

rs2 5 (I | 3 °O
2b

SORNS4A 5 [ 3 07kb

2,2 kb

3a 3b
RNS? NN [ 3

N
sgRNS4

4. abra A cucumovirusok genomszervezddése

Nem lenne teljes a cucumovirusok genomszervez6désérdl alkotott kép a
szatellit RNS-ek emlitése nélkiil. Ezek a 330-380 nukleotid hossztisdgt linearis
RNS molekuldk nem sziikségesek sem a CMV replikacidjdhoz, sem a sikeres
fert6zéshez, idénként mégis el6fordulhatnak a virionban a virus RNS-eivel
~egybecsomagolva”. A virus RNS-sel nukleinsav sorrend homolégiat nem
mutatnak. Onall6 replikaciéra és enkapszidaciéra képtelenek, fehérjét nem
kédolnak, ezért szaporodasukhoz és terjedéstikhoz a CMYV fehérjéit veszik igénybe
(Mossop és Francki, 1978). Kilonos jelentésségiiket az adja, hogy gyodkeresen
képesek a ,gazda” (helper) CMV torzs tiineteit modositani, nagymértékben
salyosbitani vagy akar enyhiteni is (Escriu és mtsai.,, 2000; Stommel és mtsai.,
1998).

A cucumovirusokndl a harom kiilonélld6 genomi RNS felcserélésével,
ugynevezett reasszortans virusokat készithettink. Mig az RNS3 szabadon
cserélhet a kiillonb6z6 cucumovirusok kozt, addig az RNS1 és 2 nem. A CMV és a
PSV esetében Masashi és mtsai. (2003) éleszt6 két-hibrid rendszer alkalmazésaval
bizonyitottdk, hogy az 1a fehérje C-terminalis régidjanak kapcsolatba kell 1épnie a

2a fehérje N-termindlis régidjaval ahhoz, hogy az RNS replikacié elindulhasson.

11
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Kulonb6z6 cucumovirusok esetén feltehetSleg ez a kapcsolat nem tud kialakulni,

ezért nem alakulhat ki koztiitk RNS1, 2 reasszortans virus.

2.2.1.1. Az 1a fehérje

Az RNSI1-r6l transzlalodo 1a fehérje a cucumovirusok leghosszabb fehérjéje,
megkozelitéleg 990-1007 aminosav hosszisaga. Az la fehérje a CMV replikaz
complex egyik alkotéeleme (Hayes és Buck, 1990), amely a tonoplaszt memranjan
lokalizalédik (Cillo és mtsai., 2002). Aminosav sorrendjének szdmitégépes
analizisével két f6 domént sikeriilt azonositani. Az N-termindlis régiéban
nukleotidkotd, illetve metiltranszferdz aktivitdssal rendelkezé fehérjékre jellemz6
konzervalt motivumot (Gorbalenya és mtsai., 1988; Rozanov és mtsai., 1992) irtak
le. A fehérje metiltranszferaz aktivitasanak feltehetéleg a genomi és szubgenomi
RNS-ek CAP strukturéjanak kialakitdsidban van szerepe. Dohdny névényben az 1a
fehérje metiltranszferaz régidjaval kozvetlen kapcsolatba 1ép a Tcoi2 elnevezésii
fehérje kindz, aminek szabdalyoz6 szerepe valészintisithet (Kim és mtsai., 2006). A
C-termindlis részen a virus eredeti helikazokra jellemzé szekvenciaelemeket
azonositottak (Gorbalenya és mtsai., 1989). A helikaz jellegli motivumok kozé
tartozik két nukleotid trifoszfat (NTP) kot6 régio, valamint egy adenozin
trifoszfatdz (ATPaz) és feltehet6en egy RNS kot6 aktivitdsi motivum. Ezen régiok
hianya a replikdci6 gatldsat eredményezi (Gorbalenya és mtsai., 1989; Kadaré és
Haenni, 1997).

Az 1a fehérje pontos térszerkezete még nem ismert, de feltételezik, hogy két
globularis részt egy flexibilis, prolingazdag régié valasztja el egymastol (O'Reilly
és mtsai., 1995)

Az la fehérjér6l virusreplikacioban betoltott els6dleges szerepén kiviil
bizonyitottdk, hogy szerepe van a virus novényen beliili terjedésének
sebességének meghatdrozasdban (Roossinck és Palukaitis, 1990), ami azonban
tiggetlen a virus replikdcidjanak sebességétdl (Gal-on és mtsai., 1994). Kimutattak
még az la fehérje szerepét a szatellit RNS-ek replikdldsanak képességében az
Ixora-CMV torzsnél (McGarvey és mtsai., 1995), az Sny-CMV torzsnél ugyanezt a

tulajdonsagot az 1a fehérje egyetlen aminosavara térképezték (Roossinck és mtsai.,
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1997). Bab novényeknél a maggal torténd atvihetSségért szintén az RNSI1, és igy
feltehet6leg az 1a fehérje felel6s (Hampton és Francki, 1992).

CMV RNSI1-gyel transzgénikus dohany novényeket is készitettek. Ezekben,
az RNS1-et expresszal6 novényekben homolog virusfert6zés esetén a virus hosszu
tdva mozgasa gatolt, bar replikaciéjanak hatékonysaga protoplaszt rendszerben a
nem transzgénikus novényekkel megegyezd. Ezekben a novényekben a virus
terjedésének gatlasa azzal fligg Ossze, hogy nem képes a novény szallitészovet

rendszerébe, a floémbe bejutni a virus (Canto és Palukaitis, 2001).

2.2.1.2. A 2afehérje

A kulonb6z6 cucumovirusokndl a 2a fehérje hozzavetSleg 830-858 aa
hosszasagu és 94-97 kDa molekulatomegti. A 2a fehérje az RNS2-r6] képzodik.
Minden esetben azonosithat6 rajtuk az RNS ftiggé RNS polimerazok jellegzetes
Mg?*-kot6 GDD motivuma (Argos, 1988). Ezen motivum, valamint a fehérje mas
részeinek szekvencia analizise alapjan a 2a fehérje a CMV RNS polimeraza (Kamer
és Argos, 1984). Nitta és mtsai. (1988) megallapitottdk, hogy az RNS2 hianyaban
dohény protoplasztokban CMV replikdci6 nem torténik. A replikdz komplex
alkotérészeként a virus tisztitott replikdz komplexe is tartalmazza a 2a fehérjét
(Hayes és Buck, 1990). A virus RNS pozitiv szaldnak szintézisére a 2a fehérje
onmagaban is képes, azonban a negative szal szintéziséhez az 1a fehérje jelenléte
is sziikséges (Seo et al 2009).

Igazoltdk, hogy a 2a fehérje az la fehérjénél nagyobb mennyiségben van
jelen a fert6zott novényi szovetekben (Gal-On és mtsai., 1994; Hellwald és
Palukaitis, 1995). A CMV 2a fehérje in vivo elsésorban a tonoplaszt membranon
lokalizal6dik, azonban jelent6s mennyiségii foszforilalt 2a fehérje jelenléte a
citoplazmébdl is kimuthaté (Cillo és mtsai., 2002; Gal-On és mtsai., 2000).

A replikdz complex kialakuldsa soran a novényi sejtben el6szor az la
fehérje kotédik a tonoplaszt membranhoz, majd a 2a fehérje az la fehérjéhez
kapcsolodik. Az 1a fehérjével torténd kapcsolédashoz elegendd a 2a fehérje N-
terminalis régidjanak els¢ 126 aminosava, viszont ha ez a rész foszforilalt

allapotban van, a fehérje komplex nem jon létre, és a 2a fehérje a tovabbiakban a
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citoplazmaban lokalizalédik (Kim és mtsai., 2002). Igy a 2a foszforilaltsagi szintje
befolyasolja a fehérje sejten beliili lokalizacidjat, és ezen keresztiil valészintileg
funkciojat is (Kim és Palukaitis, 1997).

A virus patologiai jellemzSinek meghatdrozasdban is tobb esetben
bizonyitottdk a 2a fehérje szerepét. Tobb CMV izolatum esetén bizonyitottak, hogy
a tehénborso szisztemikus fert6zésében a 2a fehérje 631. és 641. aminosavanak van
dont6 jelentésége (Kim és Palukaitis, 1997; Karasawa és mtsai., 1999). Cukkini
novényeknél a 2a fehérje 267. aminosavanak donté szerepe van a virus terjedésére
novényen beliil, valamint a tiinetek kialakuldsanak titemére (Choi és mtsai., 2005).
Nicotiana glutinosa névényeknél a 2a fehérje 777-758. aminosavak kozé es6 régidja
alapvet6 fontossagu a virus RNS akkumuldcié szintjében és a tiinetek er6sségének
meghatarozdsaban az I. alcsoportba tartoz6 CMV-k esetén, ugyanakkor a II.
alcsoportba tartoz6 CMV-knél ennek a régionak nincs patologiai jelentésége (Du
és mtsai.,, 2008). A 2a fehérje kozvetlen kapcsolatba léphet a 3a fehérjével is,
azonban ennek a kapcsolatnak a virus , életiklusaban” bet6ltott szerepe még nem

tisztazott (Hwang és mtsai., 2005).

2.2.1.3. A 2b fehérje

A cucumovirusok legkisebb fehérjéje, hossza mintegy 93-127 aminosav.
El6fordulasat a Bromoviridae csaladon beltil a Cucumovirus és az Ilarvirus
nemzetségeknél figyelték meg (Xin és mtsai., 1998). A 2b fehérjét, a 2a-hoz
hasonléan az RNS2-n 1év6 gén kodolja, azonban atirédasa a szubgenomi RNS4A-
rol torténik. Az ORF részben atfed a 2a karboxi-terminalis régidjaval, azonban a
tehérje leolvaséasa +1 nukleotid eltol6dassal torténik.

A 2b fehérjét el6szor CMV esetén Ding és mtsai. (1994) irtdk le, azonban az
ismert fehérjecsalddoktdl jelent6sen eltéré aminosav sorrendje miatt a virus
életciklusaban betoltott szerepe kérdéses volt. Az azéta eltelt években ismereteink
jelent6sen gyarapodtak a 2b fehérje funkcidival kapcsolatban és a 2b fehérje
felfedezése alapvetd fontossdagti volt a géncsendesités mechaniznusanak

megismerésében is.
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bizonyitottdk, hogy a fehérje 22-36. aminosavak kozotti bazikus régidja sejtmagi
lokalizacios jelként miikodik (Lucy és mtsai., 2000).

A 2b fehérje részletes vizsgalata bizonyitotta, hogy jelenlét gatolja a novény
transzkripcié utani géncsendesitési (post-transcriptional gene silencing, PTGS)
mechanizmusat (Brigneti és mtsai.,, 1998; Li és mtsai.,, 1999), megakadélyozza,
hogy a géncsendesitési szignalmolekuldk aktivaljdk a géncsendesitést a
szisztemikusan fert6zott szovetekben (Guo és Ding, 2002). A 2b fehérje kozvetlen
kotésssel gatolja a siRNS és az Argonaute molekulak aktivitasat (Goto és mtsai.,
2007; Zhang és mtsai., 2006). Mindemellett a 2b fehérje gatolja a szalicilsavon (Ji és
Ding, 2001) és a jazminsavon (Lewsey és mtsai., 2010) alapul6 novényi védekezési
mechanizmust is. Valdszintileg mindkét esetben a védekezési mechanizmusban
szerepet jatszo gének expresszidjanak szabdlyozasan keresztiil.

A 2b fehérje mindemellett fontos patolégiai determindnsa is a
cucumovirusoknak, igy fontos szerepe van a virus hosszt tavi mozgéasaban (Diaz-
Pendon és mtsai., 2007), kiilonosen a novény osztédo szovetei esetén (Sunpapao és
mtsai., 2009). A gazdanovénykor és a tinetek meghatarozdsaban is
nélkiilozhetetlen (Ding és mtsai., 1994; 1995). A 2b fehérje képes kozvetlentil
megzavarni a novényi mikroRNS szabdlyozasi folyamatokat, valamint a gazda
tehérjék aktivitasat direkt kolcsonhatds atjan gatolhatja (Inaba és mtsai., 2011;
Lewsey és mtsai., 2007; 2009). A nekrotikus ttinetek kialakuldsat Arabidopsis
novények esetén részletesen vizsgaltak. A 2b fehérje C-termindlis régidja kotodik
az Arabidopsis katalaz3 (CAT3) enzimhez, ami igy nem képes elbontani a HxOz
molekuldkat, aminek felhalmozoédasa vezet a novényi sejtek pusztuldsahoz (Inaba
és mtsai., 2011). A 2b fehérje két foszforilaciés helyének és nuklearis lokalizacios
szignal helyének mutaciéja a 2b fehérje stabilitdsat csokkenti, aminek
kovetkezménye a virus virulencidjanak csokkenése (Gonsales és mtsai., 2010).

PSV esetében a 2b fehérjét nem termeld, illetve az N-terminalis régiéban
benthamiana novényeket fertéztek. Mindkét konstrukcié esetében megallapitottak,

hogy a 2b fehérje nem befolyasolja a virus sejten beliili replikacidjat, viszont felel6s
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az inokulalt és szisztemikus levelekben a virus-akkumulécié kialakulasaért (Netsu
és mtsai., 2008). Du és mtsai. (2008) szintén a 2b, illetve a 2a fehérje C-terminalis

régidjanak szerepét bizonyitotta a virus-akkumuléciét és a tiinetek jellegét illeten.

2.2.1. 4. A 3afehérje

Mas néven a cucumovirusok mozgasi fehérjéje (movemet protein, MP). A
3a fehérjét az RNS3 amino-terminalis részén elhelyezked6 gén koédolja,
transzlaciéja is innen torténik. Hossza megkozelitéleg 280 aminosav,
molekulatémege 30 kDa. A cucumovirusok MP aminosav szekvencidja a mozgasi
fehérjéket magaba foglald, a dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) MP-
je alapjan elnevezett ,30K” szupercsaladba sorolhat6. Az ide tartozo fehérjék egy
33 aminosav hossza konzervalt részt tartalmaznak (Mushegian és Koonin, 1993),
amely régi6 az ismert adatok alapjan a CMV izolatumok esetén Osszesen 1
aminosavban térhet el, mig a PSV izolatumok esetében 8 aminosav is lehet az
eltérés (Hu és mtsai., 1998).

A 3a fehérje legnagyobb mennyiségben a sejtfalban lokalizalodik (Vaguero
és mtsai.,, 1994), de jelent6s mennyiség talalhaté a citoplazmdaban is (Kaplan és
mtsai.,, 1995). A CMV MP-jét zo6ld fluoreszcens fehérjével (green fluorescent
protein, GFP) fuziondltatva a MP els6sorban a plazmodezmdak bejaratandl és a
kozponti csatornakban mutathaté ki (Oparka és mtsai., 1996). A 3a fehérje mind
RNS-, mind DNS kot6 aktivitassal rendelkezik (Li és Palukaitis, 1996). A 3a
protein moédositia a plazmodezmak szerkezetét, azok atjarhatosdgat noveli.
Passziv transzporttal (diffizié) normdl koriilmények kozott a maximum 2 nm
atmérdjti, mintegy 800 Da molekulatomegli anyagok képesek atjutni a
plazmodezmakon (6sszefoglal6t: Crawford és Zambryski, 1999). A 3a fehérje
mikroinjektéldsa utdn mintegy 10 kDa molekulatomegt fluorescein-izotiocianéttal
jelolt dextran molekulak is képesek a levél mezofillum sejtjei kozott mozogni
(Vaquero és mtsai., 1994), valamint a virus RNS transzportjat is hasonlé médon
elésegiteni (Ding B és mtsai, 1995). A virus RNS transzportja cucumovirus
specifikus, a 3a fehérje més viruscsoportba tartozé virusok sejtrél-sejtre terjedését

nem tudja segiteni, csak abban az esetben, ha a karboxi-terminalis 33 aminosavat
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eltavolitjdk (Nagano és mtsai., 1997). Tehat a MP nélkiilozhetetlen a virus sejtrél-
sejtre terjedéséhez.

A virus hosszt tdva mozgasaban is fontos szerepe van a MP-nek. Li és
mtsai. (2001) CMV esetében a MP 60. aminosav pozicidjdban a prolint alaninra
cserélték, amely ugyan nem befolyasolta a virus rovid tavi mozgésat, de a muténs
virus hosszi tdva mozgadsa a valtozds hatdsdra hoémérsékletérzékenységet
mutatott. Choi és mtsai. (2005) megallapitottdk, hogy a CMV esetében mind a 2a
tehérje, mind a MP jelentds szerepet jatszik a virus szisztemikus terjedésében
cukkini (Cucurbita pepo convar. giromontia cv. Black Beauty) novényben. Mindkét
tehérje, egymastol fliggetlentil, de befolyasolja a virus hossza tdva mozgasat.

A 3a fehérjének bizonyos esetekben a virus tiineteinek meghatarozésaban is
fontos szerepe van. Bizonyitottdk, hogy dohdny novényeken a tiinetek ciklikus
megjelenéséért és eltlinéséért a 3a fehérje a felelés (Gal-on és mtsai.,, 1996).
Amennyiben az Fny-CMV 51. és 240. aminosavat megvaltoztattak, a ciklikus
tinetek elttintek és allando, folyamatosan jelen 1év6 er6s mozaik ttinetek alakultak
ki. Ugyanezek a mutdcidk tok novényeknél a virus szisztemikus mozgésanak
hatékonysagénak csokkenését okozzdk (Kaplan és mtsai., 1997). Choi és mtsai.
(2005) a 3a fehérje 168-as aminosavanak szerepét bizonyitottak tok novényeken a
szisztemikus ttineteinek megjelenésében. A két CMV alcsoport kozott jellemzé
tineti eltérés, hogy dohany (N. tabacum) novények inokulalt levelein a II
alcsoporthoz tartoz6 izolatumok nekrotikus gytrtiket indukédlnak, mig az I.
alcsoporthoz tartozé izolatumoknal ezt sohasem figyelték meg. A nekrotikus
gytrtk kialakulasaért az RNS3 5’ régioja felel6s, ami az 5 nem koédolo régiot és a
3a fehérje kozel 2/3-at tartalmazza (Zhang és mtsai., 1994). Kulonbozé TAV
izolatumok esetében pedig azt bizonyitottdk, hogy a tiinetek sulyossaga korrelal a
3a fehérje mennyiségével, mikozben a virus RNS illetve a CP mennyisége nem

valtozik (Moreno és mtsai., 1997).
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2.2.1.5. A3b fehérje

A 3b fehérje a virus kopenyfehérjéje (coat protein, CP). A 3b gén az RNS3 3’
felén helyezkedik el és a MP-t6] egy nem-kodold, megkozelitSleg 260 nt hossza IR
(intercisztronikus régi6) valasztja el. Terméke a 24 kDa molekulatomegti CP,
amely a szubgenomi RNS4-r6l transzlalodik (Habili és Francki, 1974; Davies és
Symons, 1988). Els6dleges feladata a viruspartikulum felépitése, a virus RNS
becsomagolésa. A kiilonb6z6 cucumovirusok kopenyfehérjéi kevert kopenytfehérje
burok létrehozaséara is képesek, valamint egymas RNS-eit is becsomagolhatjak
(heteroenkapszidacio) (Chen és Francki, 1990; Masashi és mtsai., 2003; Chen és
mtsai., 1995). A CP N-termindlis régidja argininben gazdag, erésen pozitiv toltést
és nélkiilozhetetlen a virus részecske kialakuldsahoz (Schmitz és Rao, 1998). A CP
a viralis RNS-t specifikusan koti (Mossop és Francki, 1978).

A CP nélkiilozhetetlen a cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedéséhez.
Amennyiben a CP-t eltavolitottak, a virus replikacié protoplaszt rendszerben
tovabbra is miikodott, azonban novényeken még lokdlis fert6zés sem tudott
kialakulni (Suzuki és mtsai., 1991; Boccard és Baulcombe, 1993). Amennyiben a
kopenyfehérjének csak az amino-termindlis részét tavolitottdk el, a virus lokalis
tinetek kialakitdsara képes maradt, de szisztemikus tiinetek nem alakultak ki,
vagyis a virus hosszt tdvta mozgasa gatolt volt (Suzuki és mtsai., 1991). A hosszu
tavia mozgasban a CP jelenléte azért is meghatdroz6, mivel a cucumovirusok
virusrészecske forméjaban jutnak el a fert6zés helyét6l a novény széllitészovet
rendszerén keresztiil a névény tavolabbi, nem fert6zott részeihez (Talianski és Garcia-
Arenal, 1995).

A cucumovirusok levéltetli atviteléért szintén a virus kopenyfehérjéje a
telel6s (Chen és Francki, 1990). A levélteti atvitelhez nélkiilozhetetlen a 129.
aminosav poziciéban levé prolin, mig a 162. aminosav pozicioban elhelyezked6
alanin az A&tvitel hatékonysagat befolyasolja (Perry és mitsai., 1994). A CP
fehérjeszerkezet ismeretében elmondhat6, hogy a 129. aminosava a kopenyfehérje
felszinén, egy hurok részen, mig a 162-es aminosav a kapszid belsejében, szintén
egy hurokban talalhaté (Wikoff és mtsai., 1997). Perry és mtsai. (1998) a CP 25,

129., 162, 168. és 214. aminosavainak szerepét is bizonyitottak a levéltetti
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atvitelben, mig Liu és mtsai. (2002) egy felszini determinans (BH-BI hurok)
meghatarozo szerepét azonositottak.

A CP patoloégiai determindnsként is elsédleges fontossagti. A legtobb
esetben a kopenyfehérje 129. aminosavanak szerepét bizonyitottak. Példaul ez az
aminosav a klorotikus ttinetek kialakuldsidban meghatdroz6 fontossagu. A zold
mozaik tiineteket okoz¢ izolatumok esetén (C-CMV, D-CMV, Fny-CMV, O-CMV)
ebben a pozicioban mindig prolin taldlhat6, mig a klorézist indukal6 izolatumok
esetén (FC-CMV, M-CMYV, PG-CMYV, Y-CMV) szerin vagy leucin helyezkedik el itt
(Shintaku és mtsai., 1992). Szintén a 129. aminosav a felel6s az érnekrozis, illetve a
nekrotikus lokélis 1éziok kialakitdsaért dohdny novényeken (Suzuki és mtsai.,
1995), valamint a C24 Arabidopsis novényeken kialakul6 nekrotikus lokélis 1éziok
indukcidjaért (Takahasi és mtsai, 2001). A 129-es aminosav szerepét dohany
novényeken egy teljes mutans sorozattal is vizsgaltdk, ahol a 129-es poziciéba 19
kiilonbozé aminosavat épitettek be (Mochizuki és Ohki, 2011). A mutansok koziil
a poléris aminosavak (E, D) halvanyzold mozaik ttineteket indukaltak, a bazikus
mutansok (K, H) és a hidroféb amindsavakat (I, L, V) hordozé izoladtumok
nekrotikus ttineteket mutattak és néhany poléris, toltéssel nem rendelkezé
aminosavat (C, S, Q) tartalmazé mutédns virus klorézist indukalt. A 129.
pozicioban elhelyezked6 aminosav tiineteket meghatdrozé szerepe nem
gazdaspecifikus, mert nem csak a dohany novényeken kialakul6 tiinetek jellegét
hatdrozza meg, hanem ugyanilyen szerepe van tj-zélandi spenét (Tetragonia
expansa), a keseri dinnye (Momordica charantia) és a Physalis floridana novényeken
is (Kobori és mtsai., 2003).

A CP egyéb aminosavainak a ttinetek kialakitdsaban betoltott szerepérol
sokkal kevesebb adat ismert. A 111-es (I-T) és a 124 (I-V) aminosavak egyditt
hatdrozzdk meg az Y-CMV esetén a klorotikus titinetek/mozaik tiinetek
kialakitasat dohdny novényeknél (Sugiyama és mtsai., 2000), mig ugyanennél az
izolatumnal a 36. aminosav mutacidja (S-P) nekrotikus lokalis 1ézidkat indukal
dohdny novényeken (Takahashi és mtsai., 2000). Az Fny-CMV esetén a 192.
aminosav megvaltoztatdsa (D-K) hatdsdra a mozaik ttinetek helyett szisztemikus

nekrozis alakul ki (Liu és mtsai., 2002).
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2. 2. 2. A virus-gazdanévény kapcsolatok

A cucumovirusok a novényeket rendszerint rovar vektorok (levéltetvek)
segitségével fert6zi, valamint gyakori a mechanikai sériilések utjan torténé
fert6z6dés is akar mezégazdasagi tevékenységek kovetkeztében. A novénybe jutd
virusok kiilonb6z6 kapcsolatokat alakithatnak ki a novényekkel. Kompatibilis
kapcsolat esetén a fert6z6 virus el6szor kicsomagolodik a kopenyfehérje burkabol
a fert6zott sejtekben, majd megtorténik a virusfehérjék transzlacidja és ezt
kovetéen a virus orokitényaganak megsokszorozédasa, a replikdcié is
bekovetkezik. Mikozben a ,virusszaporodas” a fert6zott sejtben megtorténik,
rendszerint a novény védekezési mechanizmusdnak mitikodése és a virus részérol
ennek gétlasa is folyamatba 1ép. Az egyes sejtek fert6zése utdn a teljes novény
megbetegitésének kovetkezd fontos 1épése, hogy a virus a megfert6zott sejt kortili
szomszédos sejtekbe is atjusson. Ez az tgynevezett sejtrél-sejtre terjedés vagy
rovid tdva mozgas folyamata, ami a plazmodezmatakon keresztiil torténik meg a
virusfehérjék aktiv kozremitikodésével. Cucumovirusok esetében a 3a fehérje és a
kopenyfehérje nélkiilozhetetlen a sejtrél-sejtre terjedéshez (Suzuki és mtsai., 1991;
Boccard és Baulcombe, 1993). A teljes novény megbetegitéséhez a virusnak el kell
jutnia a novény tavolabbi részeibe, nem fert6zott leveleibe, viragjahoz és késébb
akar a termésébe is bekertilhet. Ez a virus hosszti tdvi mozgasa, ami a névény
szallitoszovet rendszerén keresztiil torténik, a cucumovirusok esetén Osszeépilt
viruspartikulum formdjaban (Kaplan és mtsai.,, 1998, Schmitz és Rao, 1998). A
mutdacios kisérleteket eredményeit direkt megfigyelésekkel, elektronmikroszképos
vizsgélatokkal is alatdmasztottdk, valamint a viruspartikulum és a p48 novényi
floém fehérje kozotti kozvetlen kapcsolatot is bizonyitottdk (Requena és mtsai.,
2006). Mind a MP esetében, mind a CP-nél azonositottak izolatum specifikus
hossza tdva mozgéasban szerepet jatszé részeket (Kaplan és mtsai., 1997; Ryabov
és mtsai., 1999), valamint az 1a fehérje szerepét is felvetették (Palukaitis és Garcia-
Arenal, 2003). A széllitoszoveten keresztiili virustranszport lényegesen gyorsabb
folyamat a lokdlis fert6zés kialakuldsanal, végeredménye pedig a novény

szisztemikus fert6zottsége.
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Inkompatibilis  virus-gazdandvény kapcsolat esetén a novény a
virusfert6zés kiilonboz6 stadiumait allithatja meg, aminek kovetkeztében nem
alakul ki szisztemikus fert6zés. Esetenkén mar mtikodéképes replikdz komplex
sem jon létre (Hamamoto és mtsai., 1997), vagy a sejtrél-sejtre terjedése, esetleg a
hosszt tavi mozgésa gatolt a virusnak az adott gazdanovényben (Ryu és mtsai.,
1998; Mise és mtsai., 1993). A hiperszenzitiv vélaszreakcié (HR) esetén a novény
lokalizdlja a fert6z6 virust, gyakran lokalis nekrotikus tiinetek megjelenésével
parhuzamosan. Ilyen esetekben a virus replikdlodik a megfert6zott sejtben, majd a
szomszédos sejtekbe is atjut, azonban a nekrézissal parhuzamosan a tavolabbi
sejteket mar nem tudja megfert6zi meg. Ezekben az esetekben feltételezik, hogy a
novény valamelyik virusfehérjét felismeri, mint elicitort (avirulencia faktornak is
nevezik), és igy kozvetlentil vagy kozvetve aktivalodik a védekezési reakcio. Az
avirulencia faktor lehet akar az RNS fiiggé RNS polimerdz (Abbink és mtsai., 2001;
Erickson és mtsai., 1999), a kopenyfehérje (Bendahmane és mtsai., 1995, Gilardi és
mtsai., 2004) vagy akar a mozgasi fehérje (Weber és mtsai., 1993; Scolthof és mtsai.,
1995), s6t egy esetben a virus RNS-rél is bizonyitottdk, hogy HR elicitorként
viselkedhet (Szittya és Burgyén, 2001).

2. 2. 3. A cucumovirusok csoportositasa

2.2.3.1. Az uborka mozaik virus izolatumok csoportositasa

Patolégiai, szeroldgiai, valamint nukleinsav sorrend hasonlésag alapjan az
uborka mozaik virus torzsek két f6 alcsoportba sorolhatok (Devergne és Cardin,
1973; Szilassy és mtsai, 1999a). A jelenleg hasznalt, nukleinsav homoloégiat tiikroz6
felosztas 1. és II. alcsoportjai gyakorlatilag megfelelnek a DTL és ToRS
szerotipusoknak (Wahyuni és mtsai., 1992) illetve a C és B patotipusoknak. A két
alcsoport foldrajzi elterjedése jellegzetesen eltérs: az I. alcsoport tagjainak
hémeérséklet-optimuma magasabb, mint a II. alcsoport tagjainak (Daniels és
Campbell, 1992). A természetben el6fordulé CMV izoldtumok tobbsége (kb. 80%)
az I. alcsoportba sorolhat6, mig a II. alcsoportba tartozé izolatumok jéval

ritkabbak (Crescenzi és mtsai.,, 1993; Fraile és mitsai, 1997). Roosinck és
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munkatarsai (1999b) az 1. alcsoport tovdbbi bontasit javasoltak IA és IB
csoportokra a virus RNS3 molekulajanak 5" nem-kédol6 régidja alapjan.

A kilonbozé CMV izoldtumok szinte minden novényt képesek fert6zni,
ugyanakkor a kiilonb6z6 izoldtumok é&ltal indukalt tiinetek, illetve az altaluk
fert6zott novények kozott jelentds eltérések vannak. Napjainkban a GenBank
adatbazisaban tobb mint 8000 CMV-hez kapcsol6dé szekvencia taldlhat6, ami
tartalmazza a teljes nukleinsav sorrendek mellett a részleges genomszekvencidkat

és a CMV-hez kapcsol6d¢ szatellit RNS-ek nukleinsav sorrendjét is.

2. 2. 3. 2. A foldimogyoré satnyulas virus izolatumok csoportositasa és
evolacidja

A PSV izolatumokat sokdig két nagy csoportra bontottdk szerologiai és
nukleinsav homolégia viszonyaik alapjan (Hu és mtsai., 1997, 1998; Naidu és
mtsai., 1995). Mindkét alcsoportot Eszak-Amerikaban irték le, de foldrajzilag jol
elkiiloniilve. A PSV 1. (E-eastern) alcsoportja és az ide tartozé izolatumok Eszak-
Amerika délkeleti régidiban fordultak elé (Mink és mtsai., 1967, 1969; Mink, 1972).
Alapvetd elkiilonitése az akkor ismert II. alcsoporttdl két tesztnovény segitségével
tortént. Az I. alcsoport izolatumai "Tenesse’ fajtaju zoldbab (Phaseolus vulgaris)
inokulalt levelein nekrotikus lézidkat, cstcsi levelein nekrotikus gyftirtiket és
érnekrozist idéztek el6. A II. alcsoport izoldtumai ugyanezen névényen nekroézis
nélkuli mozaik tlineteket indukaltak (Adams és Antoniw, 2006). Az E-PSV
mesterséges fert6zés soran C. amaranticolor tesztnovényen lokalis klorotikus
léziokat okozott, szisztemizalddas nélkiil. Foldimogyorén lokalis klorotikus 1ézi6t
kovetSen, mozaikot és satnyuldst idézett el6, illetve lokalisan sem fert6zte a fehér
akacot.

A II. (W-western) alcsoportot el¢szor Mink és mtsai. (1967, 1969) irték le. Az
alcsoport tipus izolatumat a W-PSV-t Washington allamban babrol gytjtotték és
az el6z6ekben emlitett tesztnovények segitségével tiinettanilag egyértelmten
elkiilonitették a PSV 1. alcsoportba tartozé izoldtumokt6l. A radioaktiv
hibridizaciés és a nukleotid sorrend azonossagi vizsgalatok egyértelmtien a W-

PSV eltér6 alcsoportba tartozasat erdsitették meg (Hu és mtsai, 1997). A
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gazdanovénykor vizsgélatok soran megallapitottdk, hogy a foldimogyoro, uborka,
paradicsom, lencse, zoldbors6, bab és rézvirag esetében a W-PSV mozaikos
tineteket okozott a szisztemikusan fert6zott leveleken, mig C. amaranticolor, C.
quinoa esetében csak az inokuldlt leveleken alakultak ki ttinetek lok&lis 1éziok
forméjaban.

A PSV legkés6bb azonositott alcsoportja, a III. alcsoport Kindban a
foldimogyord tablakon maér a 70-es években jelentés karokat okozott. Az ide
tartoz6 tipus-izoldtumokat foldimogyorérol gytjtotték 1985-ben és az altala
okozott enyhe tiinetek miatt Mi-PSV (mild) izoldtumnak, az alcsoportot pedig III.
(Kinai) alcsoportnak nevezték el (Xu és mtsai., 1998). A Mi-PSV teljes nukleotid
sorrendje 2005-ben keriilt meghatdrozasra. A tobbi adatbanki szekvencidval
Osszehasonlitva a Mi-PSV 73,6-79,6 % nt azonossadgot mutatott, mely érték alapjan
kiilon alcsoportba sorolta (Yan és mtsai., 2005). A Mi-PSV nem fert6zi a rézviragot
és a borsot, nekrotikus lokélis 1ézidkat idéz el6 a fehér akac inokulélt levelein,
azonban szisztemizal6das nem figyelhet6 meg. A Mi-PSV és a tovabbi 5 izolatum
C. quinoa és C. amaranticolor esetében is lokalis 1éziok kialakuldsat kovetSen a
novényben szisztemizalédott és a csucsi leveleken mozaik tiineteket okozott (Xu

és mtsai., 1998).

2. 2. 3. 3. A paradicsom magtalansag virus izolatumok

A viruscsoportba tartozé virusok kozil a TAV izoldtumokndl ismert a
legkevesebb nukleinsav sorrend, ugyanakkor ezek alkotjdk a leghomogénebb
csoportot. Az ismert izolatumok nukleinsav szinten 96-98 %-os homologiat
mutatnak, mig fehérjék szintjén 99 % homoldgia a jellemzd. Patologiai jellemz6ik
kozott is minimalis az eltérés. Némelyik izoldtum az uborkdt nem fert6zi bar
uborka  protoplasztokban replikalédik (Salanki és mtsai, 1997), mig maés
izolatumok az inokulalt szikleveleken lokalis 1ézidkat indukalnak, de a virus

hosszt tavi mozgasa ezekben az esetekben is gatolt.
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2. 3. A Cymbidium gyfirtisfoltossag virus

A Cymbidium gyftrtsfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) a
Tombusvirusviridae csaldd, a Tombusvirus nemzetség névado faja. Nevét a
természetes gazdanovényeinek szdmité orchidedkrol kapta, amelyeken jellegzetes
gytrisfoltossagot idéz el6.

Gazdanovénykore a cucumovirusokénal sokkal kisebb, mintegy 23
novénycsaladba tartozé kortilbeliil 60 fajt képes megfertézni, legtobbet koziilik is
csak lokalisan. Természetes kortilmények kozott terjedése fert6zott talajon
keresztiil torténik, vektoratvitelt CymRSV esetében nem irtak le (Hollings és
mtsai., 1977). Uveghazi koriilmények kozott fenntartdsa mechanikai atvitellel
torténik.

A tobbi tombusvirushoz hasonléan a CymRSV genomja is egy 30 nm
atmérdjli ikozahedralis részecskébe csomagolodik, amely 180 darab egyforma
kopenyfehérje alegységbdl épiil fel. A CymRSV genom osztatlan, egy darab,
egyszala, pozitiv értelmt RNS alkotja. A CMV-t6l eltéréen a virus RNS 5 végén
nem taldlhat6 7-metilguanozin sapka, a 3’ vége pedig nem képes tRNS-szerii
masodlagos szerkezetet kialakitani (Russo és mtsai., 1994).

A 4,7 kb hossztisagi CymRSV genomi RNS-en 6t nyilt leolvasasi keret

sz 2

ORF1 ORF2 ORF3 ORF5

5 | || || |
ORF4

5. abra A CymRSV genomszervezédése

A genomi RNS 5 termindlis régidjaban kodolédé fehérjék transzlacidja
kozvetlentil a genomi RNS-rél torténik (ORF1 és ORF2), mig a tobbi ORF
transzlacidja szubgenomi RNS-eken keresztiil megy végbe (ORF3, ORF4, ORF5). A
nagyobbik szubgenomi RNS 2,1 kb hossztasaga és harom ORF talalhat6 rajta,

azonban innen is csak az 5 terminalis ORF3 transzlalodik. A kisebb szubgenomi
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RNS 0,9 kb hosszasagu és két atfed6 ORF-et tartalmaz (ORF4 és ORF5). Mindkett6
fehérje errél az RNS-r6l irodik at (Russo és mtsai., 1994).

Az ORF1 stop kodonnal végzédik, amelyet a riboszomédk mintegy 0,05
gyakorisaggal atolvasnak és folytatjdk a fehérjeszintézist az ORF2 végén talalhato
stop kodonig. Igy az ORF1 altal kédolt 33kDa-os fehérje is transzlalédik. Szdmos
kisérleti eredmény bizonyitja, hogy a két fehérje egytittes jelenléte sziikséges a
virus replikacidjdhoz (Scholthof és mtsai.,, 1995). A 92 kDa-os fehérjének RNS
tiiggd RNS polimeraz aktivitast tulajdonitanak (Hearne és mtsai., 1990), mig a 33
kDa-os fehérje a replikaciés complex membranhoz rogzitésében jatszik szerepet
(Rubino és Russo, 1998).

Az sgRNSI1-r6l irédik at a 41 kDa méretti kopenyfehérje (ORF3) (Russo és
mtsai., 1994). Kopenyfehérje mutans tombusvirusok vizsgalatdval igazoltak, hogy
jelenléte a virus replikaciéjahoz is sziiksdges (Dalmay és mtsai., 1992; Scholthof és
mtsai., 1993). A CMV-vel ellentétben a CymRSV kopenyfehérje eltavolitdsa nem
befolyasolja a CymRSV rovid tdvi mozgasat, tehat a virusnak nincs sziiksége ép
kopenyfehérje jelenlétére a sejtrél-sejtre terjedéshez. Rdadasul a CP deficiens
CymRSV mutans hosszt tdva mozgasra is képes, azonban ennek hatékonysaga
egyrészt jelentés mértékben csokken a vad tipust viruséhoz képest, masrészt fiigg
a vizsgalt gazdanovénytsl (Dalmay és mtsai., 1993).

A masik szubgenomi RNS (sgRNS2) két, egymassal atfed6 ORF-et
tartalmaz, melyek egy-egy fehérjét kodolnak. Az ORF4 &ltal kodolt 22 kDa-os
fehérje a virus mozgasi fehérjéje (MP), de jelentSs szerepet jatszik a virus
gazdaspecifitisaban, = egy-egy = adott  gazdanovény-virus  kolcsonhatas
kialakitdsaban (Dalmay és mtsai., 1993; Scholthof és mtsai., 1995; Chu és mtsai.,
1999). A CymRSV MP is az el6z6 fejezetekben mér emlitett 30K MP
szupercsalddba tartozik és a virus TMV-tipust rovid tavi mozgasat segiti el6.

Az ORF4 start kodonjan a riboszémédk gyakran “atcstisznak”, és igy az
ORF5-rdl is keletkezik fehérje (Scholthof és mtsai., 1999). Az ORF5 éltal kodolt 19
kDa nagysagu fehérje (p19) els6dleges funkcidja a novény virusok elleni védekez6
mechanizmusanak hatéstalanitasa. A 19 kDa-os fehéreje megakadalyozza a

szisztemikus PTGS szignadl terjedését, és igy gatolja a virus indukélta PTGS-t
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(Silhavy és mtsai., 2002). Havelda és mtsai. (2003) a CymRSV p19 defektiv mutans
valtozatat vizsgdlva megallapitottdk, hogy a 19 kDa fehérje hidnyaban a
szisztemikus PTGS szignal molekulak gyorsabban mozognak a névényben, mint a
virus, PTGS-t indukdlnak a szisztemikus szovetekben, igy az ott megjelené virus
RNS azonnal lebomlik. Ennek a fehérjének szerepe van még a virus &ltal okozott
tinetek kialakuldsaban is (Dalmay és mtsai., 1993; Scholthof és mtsai.,, 1995;

Burgyan és mtsai., 2000).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. Vegyszerek, enzimek, kittek

A vegyszereket kiilonboz6 kereskedelmi forrasbél szereztiik be (Merck,
Sigma, Serva, BioRad, Reanal). A restrikciés endonukledzokat, polimerazokat és
modifikal6é enzimek nagy részét a Fermentas-t6l, kisebb résziiket a New England
Biolabs, Promega és Roche cégektsl rendeltik. A radioaktivan jelzett
nukleotidokat az IZINTA-t6l vaséaroltuk, a proba készitéshez a Fermentas
Hexalabel DNA Labeling kittjét hasznaltuk. A konjugalt ellenanyagokat a Loewe
Biochemica GmbH-t6l szereztiik be. PCR termékek klénozasdhoz a pGEM-T-Easy
kitet (Promega) hasznaltuk.

3. 2. Novények

A Kkisérletekhez a novényeket tiveghazi kortilmények kozott neveltik,
illetve fitotronban tartottuk, 14 6ra megvilagitas (23 °C) és 10 6ra sotétség (18 °C)
kornyezeti paraméterek mellett.

Munkénk soran a kovetkez6 tesztnovényeket hasznaltuk: Nicotiana glutinosa
L., Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc, Nicotiana clevelandii Gray., Nicotiana
benthamiana Domin., Nicotiana debney Gray., Cucumis sativus L. cv. Marketer vagy
Delicates, Chenopodium quinoa Wildd., Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn,
Zinnia elegans Jacq., Arachis hypogea L., Lens culinaris Medik. cv. Eva, Medicago
sativa L., Phaseolus vulgaris L. cv. Babilon, Pisum sativum L. cv. Rajnai torpe, Robinia
pseudoacacia L., Vigna sinensis Savi et Hassk. cv. Black eye, Solanum lycopersicum L.

cv. Kecskeméti jubileum.

3. 3. Baktériumtorzsek
Kisérleteink soran az Escherichia coli DH5-a, JM101, JM109 és TG0 torzseit

hasznéaltuk.
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3. 4. Virus izolatumok

Munkéank sordn az I. alcsoportba tartoz6 CMV-Rs torzset dr. Salamon Pal
izolalta retekrdl (Raphanus sativus L.) és bocsatotta rendelkezésiinkre. Az uborka
mozaik virus nekrotikus torzsét (CMV-N) Fulton izolalta 1953-ban (Fulton, 1953).
Gazdanovénykorének részletes jellemzését, szerologiai besoroldsat, illetve
kopenyfehérje génjének nukleotid sorrendjének meghatdrozdsat Salamon és
munkatarsai végezték el 1998-ban (Salamon és mtsai., 1998). Vizsgalatainkhoz a
nekrotikus torzs Nicotiana glutinosa-n 6tszori passzalasa utan nyert CMV-Ns
valtozatat hasznaltuk.

A II. alcsoportba tartozé6 CMV izolatumok koziil a fehérherérdl (Trifolium
repens L.) izoldlt CMV torzset: Trk7-CMV (Beczner és mtsai., 1978) és egy
Franciaorszagbél szarmazé CMV izolatumot, R-CMV (Jacquemond és Lot, 1981)
hasznaltunk.

TAV esetében egy paprikarél szarmazé izolatummal P-TAV dolgoztunk
(Salamon és mtsai., 1976).

A PSV-Rp torzset 2002-ben dr. Salamon Pél izolalta Godollén fehér akacrol
és bocsatotta rendelkezéstinkre. A munkank soran vizsgalt tovabbi kilenc PSV
izolatumot (1. tablazat) a Pannon ©korégi6 teriiletén, enyhe mozaik és levél
deformécié tiineteket mutatd fehér akac novényekrsl gydtjtottik 2007 és 2008
években. Az izoldtumokat C. quinoa novényen tortént haromszori egylézids
passzalast kovetéen N. benthamiana. tesztnovényeken szaporitottuk fel a tovabbi

vizsgalatok elvégzéséhez.
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1. tablazat A vizsgélt PSV izolatumok gytjtési adatai

Izolatum neve Gyljtési hely Gyljtési év Gyljtotte
PSV-B Budapest, Magyarorszag 2008 Dr. Kiss Laszlo
PSV-Cs Mezdcsat, Magyarorszag 2008 Dr. Kondrék Mihaly
PSV-F Fuzesgyarmat, Magyarorszag 2008 Dr. Kiss Laszl6
PSV-Ljb Ljubljana, Szlovénia 2008 Dr. Kiss L&szl6
PSV-Rp Godollé, Magyarorszag 2002 Dr. Salamon Pal
PSV-Rp2 Godollé, Magyarorszag 2007 Dr. Kiss Laszlo
PSV-Sz Szeghalom, Magyarorszag 2008 Dr. Kiss Laszlo
PSV-T1 Tihany, Magyarorszag 2008 Dr. Salanki Katalin
PSV-T2 Tihany, Magyarorszag 2008 Dr. Salanki Katalin
PSV-Tev Tevel, Magyarorszag 2008 Antal Ferenc

Az altalunk haszndlt CymRSV izolatumot dr. Burgyan Joézsef bocsatotta

rendelkezéstinkre (Hollings és mtsai., 1977).

3. 5. Novények inokulalasa

Minden esetben 3-8 novényt inokulaltunk 2-8 leveles allapotban. A levelek

feltletét cellittel sértettitk meg, majd tisztitott virussal vagy a fert6zott novény

homogenizalt levelével 20 mM-os K-Na foszfat pufferben (pH: 8,0) inokulaltuk a

novényeket.

3. 6. Oligonukleotid primerek

Munkank soran a kovetkezd oligonukleotid primereket hasznaltuk (2.

tablazat).
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2. tablazat A felhasznalt oligonukleotid primerek

primerek klénozashoz:

CMV 1. alcsop. 3’ oligo gcggatcctggtctecttt BamHI
CMV L alcsop. RNS 1,25 gggggccctaatacgactcactatagtttatttacaagageg Apal
CMV L. alcsop. RNS3 5 ggctgeagtaatacgactcactatagtaatcttaccac Pstl
oligo dT cggggatcctcgagaagcettttttttttttttttt BamHI
PSV123-Pstl ggctgcagtggtctectatggageectcatag Pstl
PSV12-T7-BamHI ggggatcctaatacgactcactatagttttatcaagagegtacggttc  BamHI
PSV3-T7BamHI gggegatcctaatacgactcactatagttttaaaccaaccaaaacctgag BamHI
PSV862for caaaaagcgattggtagtgag

CMV833Bam gggatccgagtccgagattttaaacgaa BamHI
CMV-STOP-IR/Bsa atacacgtatatatataacaacaggcctaaagaccgttaaccacctg BsaAl
CymRSV-Spe cgactagtcatggacactgaataccaac Spel
CymRSV-Age gcaccggtctagactgaagagtctgtec Agel
CMVllalcsop.3'oligo ggctgeagtggtctecttatggagaacctgtgg Pstl

CMVIlalcsop RNA3 1247  cgtcgtcgeecgegtagagg
CMVlIalcsop RNA1 1324 ggcgaacggatagacatcaatg

TAV 3 ggggegccctggegacccctaggg Apal

primerparok mutans virusok elgallitasahoz:

név 5 primer 3’ primer endonukeaz
felismerShely

pTrk-Asn gaattccgtttagttgtttacc  ggaattcgttgatgetcgacgtegacatgaagtacaatctegtecttetetagAttateg  ECoRI
pTrk-Ser gaattccgtttagttgtttacc ggaattcgttgatgetcgacgtegacatgaagtacaatctegtecttetctagtGAateg EcoRI
BB-BC loop ggaGGecTActAGaaCtgagaaagAttcatattttgg ggAggCCtcagggtaatagatgtgaaagtg Stul

BD-BE loop ggtacgtattaatcctAGCecgaaatttAattc  ggtacgtatttgaatgegegaaac SnaBI

BE-aEF loop ggAcTAGTgccgecatcactgetaty gcACTAgTaagaAGggTtgTtTCaTCtactttccgaactgtaacce Spel

BF-8G loop cggGAtCcagCecaacaataagttactc  cgGgaTCccggTcgGaAcatactgataaacc BamHI
BSH-BSI loop aactCgagGCggacgagatGgtac  ttctcGagtACatcgtctttcgagtaaaccagg Xhol
PR3K76R  tgaGGecTectgaaattgagaaaggttc  ggaGGecTeagggtaatagatgtgaaagtg Stul
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PR3P78T ccactagtattaccctgaaaccgActgaaattgag — ggactagtgaaagtgtaaccgggtttacag Spel
PR3E79R  ccactagtattaccctgaaaccgectAGaattgag — ggactagtgaaagtgtaaccgggtttacag Spel
PR3BEI79-80RT ccactagtattaccctgaaaccgectAGaaCtgag — ggactagtgaaagtgtaaccgggtttacag Spel

PR3G83D ggactagtattaccctgaaaccgectgaaattgagaaagAttca  ggactagtgaaagtgtaaccgggtttacag  Spel
PRBPEI78-80TRT ccactagtattaccctgaaaccgActAGaaCtgag — ggactagtgaaagtgtaaccgggtttacag — Spel
PR3E79A  ccactagtattaccetgaaaccgectgCaattgag — ggactagtgaaagtgtaaccgggtttacag Spel
pT3TRT78-80PEI caaaagcttcggtcaaaggttaattatcce ccgaagettttgtecttctcaAttTCagGeggtegaacatccaacgaag
Hindlll

pT3BamHI cteggatectatcgeacgttgagecac  gggatccgagtecgagattttaaacgaa BamHI
pT3Spel tacactagtttggatgttcgaccg — caaactagtgtaagtataacctgeacg Spel
pR3Spel ttcactagtattaccctgaaaccge — aatactagtgaaagtgtaaccggg Spel
pT3NSR62K65R  ggge ATCCAAGagctgtaGaceeggttacac  ggGGATcccacgaaggttgggtss BamHI
pR3SPT62K65R  ggggATCCAAGagctgtaGacceggttacac  ggGGATcccacgaaggttgggtss BamHI
pR/L456F  tccggecgetgests tteggecgagtAAAcgeg Xmalll
PR/R461C  tccggecgetgTGTgtg tteggecgagtcaacgeg Xmalll
PR/ V462Q tccggecgetgegtCAGtttttc ttcggccgagtcaacgeg Xmalll
PR/ V467A  gtctGCAgttcacgcactatteee ggcTGCagaggagaaaaacacac Pstl
pR/H469R cCGAgctctatteccgactttg gggagcTCGaacaacactggag Sacl
pR/C461R ggcttaAGGeagtttttctctag agCTtaagggacgagtaaatgc AflIT
PNA461 tacggecgetg.cagtttttc tteggecgagtaaatgetge Xmalll
pT/R461C tccggeegttc TGTgttttc ttcggccgagacatagacgce Xmalll
PN/ C461R actaggectctgCGCeagtttttctetagtgetgticg  cagaaggectagtaaatgetgeaaaccacttg Spel

PN/ C461P actaggectctgCCteagttttictctagtgetgttcg — cagaaggectagtaaatgetgeaaaccacttg Spel
PN/ C461A actaggectctgGCteagtttttctctagtgetgttcg — cagaaggectagtaaatgetgeaaaccacttg Spel
PN/C461N actaggectctgAAtcagttttictctagtgetgticg  cagaaggectagtaaatgetgeaaaccacttg Spel
PN/ C461S actaggectetgTeTeagtttttctctagtgetgttcy  cagaaggcctagtaaatgetgaaaccacttg Spel
PN/ C461E actaggcectctgGAGceagtttttctctagtgetgticg — cagaaggectagtaaatgetgeaaaccacttg Spel
PN/ C461K actaggectctgAAGeagtttttctctagtgetgttcg cagaaggectagtaaatgetgeaaaccacttg Spel

(Mindegyik  oligonukleotidban nagybettivel jeloltik a megvaltoztatott
nukleotidokat, a restrikciés endonukledz hasitohelyeket pedig alahtztuk, a
primereket 5'-3" irdnyban ttintettiik fel.)
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3. 7. Virustisztitas és nukleinsav kivonas levélszovetbél

A virusizolatumokat kiilonboz6é Nicotiana fajokon szaporitottuk fel. A
virusokat a jellegzetes tiineteket mutaté novényekbdl 7-14 nappal a fert6zés utan
Lot és mtsai. (1972) &ltal leirt médon tisztitottuk. A virus RNS izolalast Peden és
Symons (1973) szerint végeztiik.

A novényekbdl illetve a protoplasztokbdl az 6ssznukleinsav kivonast White
és Kaper (1989) leirasa alapjan végeztik. Roviden: 1 cm atmérgji
levélkorongokhoz, illetve a centrifugéldssal Osszegytjtott és lefagyasztott
protoplasztokhoz 400 pl nukleinsav kivoné puffert adtunk, majd fenol-

kloroformmal extrahdltuk, etanollal kicsaptuk és steril vizben oldottuk.

3. 8. A virus RNS polyadenilalasa

Ot g tisztitott virus RNS-t poly(A) polimerazzal poliadenilaltunk a gyart6
(BRL) utasitdsai szerint, igy a tovabbiakban oligo dT primer felhasznaldsaval
cDNS/PCR reakciét kovetéen meghatarozhattuk a virus valés 3° vég

szekvencidjat.

3. 9. Fert6z6képes virusklonok

A 1I. alcsoportba tartozé Trk7-CMV torzs ferté6z6képes klonjait leirtuk
korabban (pTrkl, pTrk2, pTrk3, pR1, pR2, pR3) (Salanki és mtsai., 1997; Szilassy és
mtsai., 1999b).

Az Rs-CMV, az Ns-CMV és az Rp-PSV fert6z6képes klonjainak
el6éllitdsahoz a cDNS els6 szal szintézist a virus RNS-einek 3’ végén talalhato,
er6sen konzervalt motivummal komplementer oligonukleotid primerrel
inditottuk. A szintézist M-MuLV reverz transzkriptazzal végeztiik (Fermentas), a
kovetkezd hémérséklet gradiens szerint: 15 °C / 10 perc, 25 °C / 10 perc, 37 °C /
30 perc, 42 °C / 30 perc, 55 °C / 10 perc, 70 °C / 10 perc. A fokozatosan emelkedd
hémérséklet lehet6vé tette a reverz transzkriptaz végighaladasat a virus RNS-en
az er6s masodlagos szerkezetek megbontdsa révén. A keletkezett heteroduplex

molekulat polimeraz lancreakciéval (PCR) amplifikdltuk specifikus 5" végi és a
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cDNS szintézis soran hasznalt 3’ primerekkel. Az 5 primer minden esetben
tartalmazta a T7 bakteriofdg RNS polimerdz prométer konszenzus szekvenciajat.
Kéttazist PCR-t végeztiink: Az elsé 5 ciklus (40 mp denaturalds 94 °C, 40 mp
anellalds 45 °C, 4 perc szintézis 72 °C) utdn az anelldlasi homérsékletet
megemeltiik 58 °C-ra a hétralevé 30 ciklusra. A keletkezett PCR termékeket agaréz
gélben méret szerint szétvalasztottuk, az egyes RNS-eknek megfelel6 molekuldkat
a gélbdl izolaltuk. A PCR terméket restrikcidés enzimmel tortént hasitds utdn a
pBluescriptll KS+ (Stratagene) fagemid vektorba ligaltuk, vagy hasitas nélkiil a
pGEM-T-Easy vektorba épitettiik. Az Ns-CMV teljes hossztisagt genomi cDNS-eit
hordoz6 klénokat pN1, pN2 és pN3-nak, az Rs-CMV hasonl6 klonjait pRsl, pRs2
és pRs3-nak, az Rp-PSV klénjait pRpl, pRp2 illetve pRp3-nak neveztiik el.

3.10. A virus RNS-ek molekularis klénozasa, plazmidkonstrukcidk elkészitése
A kulonbozé  rekombindns  klénokat a  fert6z6képes  klonok

felhasznaldsaval, standard médszerekkel (Sambrook és mtsai., 1989) készitettiik a

klénokban eredetileg meglévé kozos, illetve csendes mutaciéval beépitett

restrikciés hasitohelyek felhasznaldsaval.

3.10. 1. Trk7-CMV és R-CMV RNS3 rekombinans és mutans klonok készitése a
torpiiléses tiinetek meghatarozasahoz

A rekombinansok elkészitéséhez mindkét izolatum RNS3-4n meglévé Apal,
Hindlll, Agel, EcoRV és a fert6z6képes klénok 3’ vége utdn elhelyezkedd Pstl
restrikciés endonukleaz hasitéhelyeket hasznaltuk. A pRTrk-Apa és a pTrkR-Apa
klénok esetén az Apal-Pstl szakaszt cseréltiik ki a két fert6z6képes klon kozott. A
pRTrkR-HindIIl klénnadl az R kléon két Hindlll hasitéhely kozotti részét
helyettesitettiik Trk7-CMV eredetti résszel. A pRIrk-Age klénban az Agel-Pstl
darab szarmazott a Trk7-CMV-bél, a tobbi R-CMV eredetti volt. A pRTrkR-Age
klon Apal és Agel restrikcios hasitohely kozotti része volt Trk7-CMVszarmazék, a
klon tobbi része R-CMV eredetti volt. A pRTrkR-Eco klon két EcoRV hasitohely

kozotti része szarmazott a Trk-CMV-b6l, mig a pTrkRTrk-Eco klén esetén az
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EcoRV hasitéhelyek kozotti rész R-CMV eredetti volt. A két pontmutanst (pTrk-

Asn, pTrk-Ser) PCR irdnyitotta helyspecifikus mutagenezissel készitettiik.

3. 10. 2. Rekombinans és mutans R-CMV RNS3 klonok készitése a hossza tavia
mozgasban kulcsfontossagu régié meghatarozasahoz

Mind a kopenyfehérje felszini hurkainak cseréjét (3B-pC loop mutans, PD-
BE loop mutdns, PE-aEF mutans, PF-BG mutans, BH-PI muténs), mind a
pontmutécidkat a BB-PC hurok régiéban (pR3K76R, pR3P78T, pR3E79R, pR3E79A,
pR3G83D, pR3EI79-80RT, pR3PEI78-80TRT) PCR irdnyitotta helyspecifikus

mutagenezissel készitettiik (Higuchi és mtsai., 1988).

3. 10. 3. Rekombinins CMV-TAV RNS3 kléonok készitése MP-CP
kompatibilitasi vizsgalatokhoz

A pT3 és a pR3 klénokban azonos poziciéban nem taldlhaték restrikcids
hasit6helyek, ezért a rekombindnsok elkészitéséhez csendes mutéacidval épitettiink
be mindkét klén azonos pozicidjaba hasitohelyeket. A pT3 kloénba a CP start
kodonjat kozvetleniil megel6zve kordbban egy Ndel restrikcids enzim hasit6helyet
(Salanki és mtsai., 1997) illesztettiink. Most a 825-830 nt kozotti részébe BamHI
restrikciés enzim hasitéhelyet, mig a CP-be az 1338-1443 nt kozotti részre Spel
hasit6helyet épitettiink PCR vezérelte mutagenezissel. Az Ndel hasitohelyet
felhaszndlva késziilt el a pTR illetve pRT konstrukci6, melyekben a kopenyfehérje
start kodonjatol cseréltiik ki a klénokat. Tehat ezek a klénok az egyik virus 5" nem
és 3’ nem kodolo régiojat tartalmazza.

A kovetkez6 két klon rekombindns MP-t hordoz, aminek amino-terminélis
része a BamHI hasitéhelyig a TAV-bol, mig karboxi-terminalis része a CMV-bél
szarmazik. A pT3BSCMP klén a rekombinans MP mellett a TAV CP-t tartalmazza,
mig a pTR3BSCMP a CMV CP-t hordozza.

A kovetkez6 két mutans a TAV MP mellett rekombindns CP-T tartalmaz. A

pT3SPR konstrukcié CP amino-terminalis része, az Spel hasitoé helyig TAV eredetti
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és a karboxi-termindlis rész szarmazik a CMV-b&l. A pT3NSR konstrukcié6 CP-je
az el6z6 forditottja, tehat az Spel helyig CMV, mig utdna TAV eredett.

Az utébbi két rekombinans CP-t hordoz6é virust CMV MP-vel is
elkészitettiik (pR3NST, pR3SPT).

A pontmutansokat a megfelel6 rekombindnsokbol PCR alapua

mutagenezissel készitettiik (pT3NSR62K65R, pR3SPT62K65R).

3. 10. 4. Rekombinians CMV-CymRSV RNS3 klénok készitése a heterolog MP
szerepének meghatarozasahoz

A CymRSV mozgasi fehérje gén amlifikalasdhoz a pCym19STOP klont (Dr.
Burgyan J6zsef szivességébdl) hasznaltuk. A pCyml19STOP a CymRSV teljes
hossztisdgta cDNS klénjanak egy olyan mutans valtozata, melyben a CymRSV 5-6s
leolvasasi keretének harmadik és hatodik nukleotid poziciéjaban két stop kodon
taldlhato (Szittya és Burgyéan, 2001), aminek koszonhet6en a MP-vel atfed6 p19
fehérje kifejez6dése megsztinik. Ebbdl a klénbol olyan PCR primerek segitségével
emeltiik ki a MP-t, melyek Spel illetve Agel restrikciés hasit6helyet tartalmaztak. A
PCR terméket Spel-Agel restrikcids hasitas utan a pR3 klénba, a MP-t megel6z6
Xbal és a MP végén elhelyezked6 Hpal hely kozé ligaltuk, igy lecserélve a CMV
MP-jét a CymRSV mozgasi fehérjéjére. A tovabbi munkdkhoz az igy késziilt
pCMVeymMP klént hasznaltuk.

3.10. 5. Ns-CMYV és Rs-CMYV rekombinans klénok készitése

Az Ns-CMV és az Rs-CMV kozott a mindkét klénban azonos poziciéban
meglévé Bsml, Csp45l, EcoRV illetve a T7 promoter el6tt levd Apal illetve a klon 3’
vég utan elhelyezked6 BamHI restrikciés endonukledz hasitohelyek
felhasznalasaval készitettiink rekombinans klénokat. El6szor az EcoRV, a BamHI,
illetve az Apal helyek felhasznalasdval mintegy elfeleztiik az eredeti klénokat
(PNR, pRN). Kovetkez6 lépésben az el6z6 rekombindns klénok két Bsml
restrikciés hasitéhely kozé es6 szakaszait cseréltiik ki, igy egy-egy mozaik

szerkezet(i klont kaptunk (pN.RNR, pR.NRN). Kovetkez6 két klonban a kozéps6
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Bsml és az EcoRV restrikcios hasitohely kozé es6 rész cseréje tortént a két klon
kozott (pRNR/Bsm, pRNR/Bsml), majd ezt a kozéps6 részt tovabb sztikitettiik a
Csp45l és az EcoRV kozotti régidra (pPRNR/Csp, pNRN/ Csp).

A tovabbi pontmutdnsokat PCR vezérelte mutagenezissel allitottuk el6
(pR/L456F, pR/R461C, pR/V462Q, pR/V467A, pR/H469R, pN/C461R,
pN/C461P, pN/C461A, pN/C461IN, pN/C461S, pN/C461E, pN/C461K,
pN/C461R, nNA461).

3. 11. Inokulalas fert6z6képes klonokkal
3.11.1. Novények inokulalasa

In wvitro transzkriptummal val6 fert6zéskor az inokuldldshoz hasznalt
keverék minden egyes virus RNS-nek megfeleld in vitro RNS transzkriptumbol 2-5

pg-ot tartalmazott novényenként 50 mM K-foszfat pufferben pH: 9,2.

3. 11. 2. Protoplaszt inokulalas

A protoplasztokat nevel6kamrédban tartott N. clevelandii novények teljesen
kifejlett leveleibdl izolaltuk Nagy és Maliga (1976) moédositott eljarasa szerint. A
sejtfalak elbontasdhoz 0,4 M szacharézt, 0,7 % celluldzt és 0,25 % macerozimot
tartalmaz6 K3 oldatot hasznéltunk, melyet felhasznélas el6tt sterilre sztirtink. A
begytjtott levelek fondkjat ecset segitségével cellittel bedorzsoltiik, majd fonakkal
lefelé az enzimes-szachar6zos K3 oldatra tsztattuk. A leveleket az oldattal egy
éjszakan keresztiil, sotétben inkubaltuk. Kovetkez6 reggel a kitszott
protoplasztokat tartalmazé oldatot sztiréssel valasztottuk el a levelek
maradvanyait6l, ezutdn 10 percig centrifugaltuk 100 g-vel. Az oldat felszinérdl
Pasteur-pipettaval szivtuk le a protoplasztokat, melyeket kétszer W5 oldatban
mostunk 50 g-vel 2 percig centrifugdlva. A pelletet végil 0,6 M mannitot
tartalmazé W5-ben mostuk (50 g/2 perc). A feliilasz6 eltavolitasa utan a sejteket
annyi mannit tartalma Wb5-ben vettiik fel, hogy végs6é koncentracidjuk 2,5 x 100

protoplaszt/ml legyen.
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Két mikrogramm tisztitott virus RNS-sel, vagy in wvitro RNS
transzkriptummal transzfektaltunk 100 pl protoplaszt szuszpenziét Kroner és
Ahlquist (1992) moédszere alapjan. A szuszpenziéhoz hozzaadtuk a 2 pg RNS-t,
majd 200 pl 40 % polietilén-glikolt (Ms =~ 1500) és 3 mM CaCl-t tartalmazé oldatot.
Ovatos keverés és 5 mp véarakozas utdn 2 ml mannitot tartalmazé W5-tel
higitottuk fel a szuszpenziét majd 15 percig jégen inkubéltuk. Az inkubalas utan a
sejteket lecentrifugaltuk (50 g/2 perc), végiil a pelletet 1 ml 0,4 M glikéz tartalmu
K3 oldatban szuszpendaltuk fel.

A protoplasztokat 24 o6raig inkubaltuk novénynevel6 kamrdban. Az
ossznukleinsav kivonds el6tt a sejteket finoman lecentrifugaltuk (65 g/5 perc), a

feliiltisz6t leontottiik.

3.12. A virusfert6zés detektalasa

3.12.1. RT/PCR detektalas

A virusfert6zés detektdlasat oOssznukleinsav kivonatb6l végeztitk. A
komplementer DNS szal szintézisét specifikus 3’ vég primer jelenlétében M-MuLV
reverz transzkriptdzzal végeztiik (Fermentas) 16ran at 42 °C-on. A PCR reakciot
specifikus primerpar jelenlétében, végeztiink: 30 cikluson keresztiil (40 mp
denaturalas 94 °C, 40 mp anellalas 50 °C, 1 perc szintézis 72 °C) A PCR terméket
Roche “High Pure PCR Product Purification Kit”-tel tisztitottuk, majd nukleinsav

sorrendjét meghataroztattuk.

3.12. 2. Northern analizis

Kortilbeliil 5 pg 6ssznukleinsavat formaldehid és formamid tartalma
mintafelvivé pufferben denaturdltunk 65 °C-on. Az elektroforézis formaldehid
tartalmt agar6z gélben tortént. A nukleinsavakat Hybond-N nejlon membranra
(Amersham-Pharmacia) vittiik at, UV fénnyel keresztkotottiik (70 mJ/cm?), majd a
membrant Northern-hibridizaciéonak vetettiik ala (Sambrook és mtsai., 1989). A
32P-ral jelolt radioaktiv préobat az CMV, TAV vagy PSV megfelel6 klonjairél

szintetizdltuk HexaLabel kittel (Fermentas). A membran radioaktivitasat tarold
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foszfor lappal és a hozzd tartoz6 leolvaséval (Molecular Dynamics) tettiik

lathatova.

3.12. 3. Western blot analizis

Western blot analizissel mutattuk ki a virus kopenyfehérje jelenlétét
fert6zott novényekben. A fert6zott és a kontroll novények leveleibdl
tehérjekivonatot készitettiink, denaturaltuk, majd 0,1 %-os SDS-t tartalmazé 12,5
%-0s poliakrilamid gélen elvalasztottuk (Laemmli, 1970), majd elektroblottolassal
atvittitk Hybond-C-extra (Amersham) membréanra. A kopenyfehérje detektalasara
alkalikus foszfatdz enzimmel konjugélt kopenyfehérje ellenanyagot hasznéltunk

Hibi és Saito (1985) szerint.

3.12. 4. Press blott hibridizacié

N. clevelandii novények két atellenes, teljesen kifejl6dott fert6zott levelét az
inokulalast kovet6 1, 3 és 5 nappal, a szisztemikusan fert6zott leveleket 3, 5 és 7
nappal az inokuldlas utan gytjtottitk be a novényrdl. A levelek fondkjat pengével
egymasra merdleges vagasokkal 6vatosan megsértettiik, majd - a sértett feltilettel
érintkezve - Hybond-N nejlon membranra helyeztiik. A levélnedvet tobb réteg
Whatman sztir6papir kozott hengerrel préseltiik a nejlon membranra. A levél
maradvanyait oblitéssel tavolitottuk el kétszeres toménységii SSC pufferben (SSC:
0,15 M NaCl, 0,015 M Na-citrat, pH: 7,2). Szaritds utan a nukleinsavakat UV
ténnyel (120 mJ/cm?) kotottitk a membranhoz. A virus RNS-ek kimutatdsanak

tovabbi lépései megegyeztek a Northern analizisnél lefrtakkal.

3. 13. Nukleinsav szekvenciak meghatarozasa
A vizsgélt nukleinsav szekvencidkat a Biomi Kft ABI 3100 Genetic Analizer

késziilékén (Applied Biosystem) standard szekvenalé modban hataroztak meg.
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3. 14. Bioinformatikai vizsgalatok

3. 14. 1. Nukleinsav sorrendek 6sszehasonlitas és filogenetikai elemzése

A kulonbozé cucumovirusok fehérjéinek torzsfajanak elkészitéséhez a
rendelkezéstinkre all6 cDNS nukleotid sorrendeket el6szor aminosav sorrenddé
irtuk at, majd ezt hasznéltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

A szekvenciak feldolgozasdhoz a Wisconsin Package version 10.0 GCG, a
Phylip  (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) és T-coffee
(http:/ /igs-server.cnrs-rs.fr/ ~cnotred / Projects_home_page/t_coffee_home_page.
html), a TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html) a torzsfak
megjelenitéséhez, valamint az Emboss-Align és a Clustal X (Thomson és mtsai.,
1997) programcsomagokat hasznaltuk és az EMBL/NCBI nemzetkozi
adatbankban elérhet6 szekvencidkkal hasonlitottuk 6ssze. A Clustal X
programmal Neighbor-Joining eljardssal a TreeWiew 1.6.6. (Page, 1996) feliiletén
az adatokbdl filogenetikai torzsfat készitettiink. A filogenetikai vizsgélatok soran a
statisztikai megbizhatésagot a Clustal X program 1000 ismétlést alkalmazo

bootstrap analizise biztositotta.

3. 14. 2. Rekombinacids vizsgalatok

A nemzetkozi adatbankokban fellelhet6 PSV szekvencidkra épil6
rekombinaciés vizsgélatokhoz az altaldnosan hasznalt és elfogadott TOPALi v2
(Milne és mtsai., 2004) programcsomag PDM (Probabilistic Divergence Measures)
analizisét alkalmaztuk (ablak méret: 200 nt, ablak elmozduldasdnak mérete: 10 nt)

95 %-os szignifikancia szinten.

3. 14. 3. Homolégia modellezés, elektrosztatikus potencial szamitas

A fehérje modellek a MODELLER 6.1 program (Sali, 1995) segitségével
késziiltek, templatként az Fny-CMV B alegységének szerkezetét haszndlva. A
szekvencia Osszerendezések a Wisconsin Package Version 10.0 programcsomaggal

késziiltek. A homolégia modellek finomitasa a Kollman-All-Atom elnevezésti
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(Kollman atomi toltéseket tartalmazo) fehérjékre kifejlesztett eréteret alkalmaztuk
(Weiner és mtsai., 1984), a SYBYL 6.5 (1988) programcsomag felhasznaldsaval.

A modellek elektrosztatikai mintdzatdnak szdmitasa a linearizalt Poisson-
Boltzmann implicit médszerrel tortént (Gilson és mtsai., 1987; Honig és Nicholls,
1995). A kontinuum fazis ionerésségét 0,1 mol/l-re, dielektromos allandéjat £=80-
ra, mig a fehérje belsejére vonatkoz6 értéket e=4-re voltak bedllitva. A
tehérjemodellben az 6sszes lizin és arginin oldallanc egyszeres pozitiv toltést, mig
az Osszes glutamat és aszpartat oldallanc egyszeres negativ toltést viselt. Az
atomok toltését a GRASP program segitségével szamoltuk (Nicholls és mtsai.,
1991). A molekularis grafikai munkak és az elektrosztatikus potenciél dbrazolasok

a Swiss PDB Viewer 3.7 (Guex és Peitsch, 1997) programmal késziiltek.
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4. EREDMENYEK

4.1. CMV altal indukalt torpiilés Nicotiana glutinosa-n

4.1.1. Tunettani vizsgalatok

Kiilonb6z6 CMV izolatumok tiinetei jelentésen eltérhetnek egymastol. A
CMV II. alcsoportjaba tartozé Trk7-CMV és R-CMV a legtobb gazdanovényen (pl.
N. tabacum cv. Xanthi, N. benthamiana, Capsicum annum, Cucumis sativus, Solanum
Lycopersicum) hasonl6 tiineteket okoz, azonban Nicotiana glutinosa novényeken
jelentés kiilonbséget figyeltink meg. Mig a Trk7-CMV zold mozaik ttineteket
indukalt (6. A 4bra), addig az R-CMV-vel fert6zott novényeken stlyos torpiilést és
levéldeforméaciét figyeltink meg (6. B &bra). A torpiilést mutaté N. glutinosa
novény levelein az epidermisz illetve mezofil sejtek mérete a toulidinkékkel festett
1 pm-es metszeteken normdlisak voltak, ami arra utalt, hogy a torpiilés
kialakitasdban nem a sejtnovekedés, hanem a sejtosztédas gatlasanak van donto

szerepe.

A

6. abra A Trk7-CMV (A) és az R-CMV (B) é&ltal okozott tiinetek N. glutinosa
novényeken.
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4. 1. 2. A torpiilés tiinet kialakitasanak genetikai hattere

Mind a Trk7-CMV izolatum, mind az R-CMV izolatum fert6z6képes
klonjaival rendelkeztiink, igy els6é lépésben reasszortins virusok fert6zési
tulajdonsagainak vizsgalataval lokalizaltuk a torpiiléses tiinetek kialakitasaért
felel6s genomi RNS-t. Megallapitottuk, hogy minden olyan genomi RNS
kombinacié mely az R-CMV hdrmas RNS-ét tartalmazza (R1R2R3, R1Trk2R3,
Trk1R2R3, Trk1Trk2R3) torptilést indukal, mig ha az R-CMV harmas RNS-e nem
volt jelen (Trk1Trk2Trk3, Trk2R2Trk3, R1Trk2Trk3, R1R2Trk3) mozaik tiineteket
figyeltiink meg. Igy egyértelm(ivé valt, hogy a torpiilést determinalé kiilsnbség az
RNS3-on lokalizalodik.

A genetikai determindns pontos lokalizaci6jahoz a két virus RNS3
fert6z6képes klonjait felhasznalva rekombindans RNS3 molekulédkat készitettiink.
Els6 1épésben az RNS3-on lokalizal6dé két gén (MP és CP) kozott talalhato Apal
restrikciés endonukledz hasitéhelyet felhasznalva készitett rekombindns
segitségével meghataroztuk, hogy a torpiilés genetikai determindnsa a
kopenyfehérjén lokalizalodik. Az R-CMV és a Trk7-CMV kopenyfehérjéi kozott
hat aminosav eltérés talalhat6. Az Agel restrikcios enzim felhsznalasaval olyan
rekombinanst készitettiink, melyben az amino-termindlis 4 aminosavnyi
kiilonbséget (R, V, S, N) a karboxi-termindlis 2 kiilonbségtél (D, N) elvélasztottuk
(7. 4bra). A fert6zési kisérletek soran megéllapitottuk, hogy a torptilésben a
karboxi-termindlis kiilonbségeknek van dont6 szerepe. A tovadbbiakban irdnyitott
mutagenezissel mind az R-CMV, mind a Trk7-CMV RNS3-ban megvaltoztattuk az
érintett aminosavakat, és megéllapitottuk, hogy a torpulés kialakitasaért
egyértelmiien a 193-as aminosav a felel6s. Amennyiben ebben a poziciéban
aszparagin talalhato, a torpiilés a tobbi genomi kiilonbségtdl fliggetlentil kialakul,

mig ha ebben a poziciéban lizin taldlhat6, mozaik tiinetek jelennek meg.
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RNS3 torpulés
konstrukciok MP cp N.glutinosa-n

R3 RV SNDN
Trk3 5 e e -
KA TKNK
RTrk-Apa -
KA TKNK
TrkR-Apa +
RTrkR-Hind +
RTrk-Age -
RTrkR-Eco +
RTrkR-Eco +
TrkRTrk-Eco -
Trk-Asn +
Trk-Ser +

7. abra A Trk7-CMV, az R-CMV, a rekombindns és a mutans RNS3 klénok
sematikus abrazolasa. (Jobb oldalon a N. glutinosa tesztndovényen indukalt
torptiléses ttinet megjelenését vagy hidnyat jeloltik, a CP-ben az aminosav
eltéréseket az aminosavak egybettis kodjaval jeloltiik.)

° 0,

A két, kiilonboz6 tiineteket okozd izoldtum fert6zésének folyamatat, a
virusok jelenlétét, az inokulalt levelekben press-blott hibridizaciéval, a
szisztemikusan fert6z6d6 levelek nyelében Western blott analizissel, mig a
szisztemikusan fert6zott levelekben Northern hibridizaciéval és Western blott
analizissel kovettiik nyomon.

A Kkisérletekhez a Nicotiana glutinosa novényeket azonos koncentrécioja,

tisztitott virussal inokulaltuk. Az inokulumok fert6zésének hatékonysagat
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el6zetesen Chenopodium quinoa novényeken ellendriztiik. Mindkét inokulum
ugyanannyi 1éziét indukalt a lokalis gazdanovényen, igy megallapitottuk, hogy a
fert6z6képességitk megegyezik. A mintdkat a fert6zott Nicotiana glutinosa
novények inokuldlt leveleib6l naponként szedtiink. Megallapitottuk, hogy az
inokulélt levelekben az RTrk-Apa konstrukcié (ami nem idukal torpiilést)
lényegesen kisebb mennyiségben halmozoédik fel, mint a TrkR-Apa, torptilést
indukél6é rekombinédns virus (8. dbra). Az inokulalt levelekben a viruskoncentracié

a fert6zést kovets harmadik nap utdn mér nem valtozik.

2 nappal 3 nappal
az inokulalas utan az inokulalas utan

&

TrkR-Apa
8. abra A kiilonboz6 tiineteket okoz6 CMV rekombinédnsok terjedése az inokulalt
levelekben két illetve hdrom nappal az inokulalas utan.

o (D
@ (>

A virus megjelenésének iitemét a fert6zott levelek nyelében is vizsgaltuk. A
levélnyélben mindkét esetben a 4. napon tudtuk detektalni el6sz6r a virust, mig az
5. napon mér az Osszes vizsgalt levélnyélben jelen volt a virus. Tehat a kimérak
floémban torténd megjelenésének id6pontjdban nem taldltunk kiilonbséget,
azonban a TrkR-Apa konstrukci¢ 4ltalaban itt is nagyobb koncentraciéban

halmozdédott fel (9. dbra).
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o
O RTrk-Apa
=
c =z 1 2 3 4 5 6
4. nap = -
5. nap o -—-—--u—- —— | —
— —
S
> TrkR-Apa
> -
O = 2 3 4 5 6
4. nap —
5_ nap L e R e R ——

9. abra A rekombinans virusok megjelenése a fert6zott levelek nyelében. A virus
megjelenését Western blott analizissel vizsgdaltuk, 4, ill. 5 nappal az inokulalas
utan. Bal oldalon tisztitott CMV pozitiv, ill. mellette nem inokulalt (NI) negativ
kontroll, egészséges novényi fehérje kivonat talalhato.

A fels6, nem fert6zott levelekben a rekombinans virusok megjelenését
vizsgalva megallapitottuk, hogy a rekombindnsok ugyanabban az id6pontban, 5-6
nappal a fert6zés utan mutathaték ki, de koncentraciojuk itt is eltér6. Northern
analizissel a virus RNS-t, Western analizissel pedig a kopenyfehérjét vizsgéalva
megallapitottuk, hogy az RTrk-Apa rekombinans virus lényegesen kisebb

mennyiségben halmozddott fel, mint a TrkR-Apa rekombinans (10. abra).
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A B

RTrk-Apa TrkR-Apa RTrk-Apa TrkR-Apa

CMV RNS
CMV CP

NI

Z 1 I [ I I

- -

10. abra Virus RNS (A) illetve kopenyfehérje (B) akkumulacidja N. glutinosa
novény szisztemikusan fert6zott leveleiben 6 nappal a fert6zés utan. A jelolt proba
az R-CMV RNS3 3 termindlis régidjaval volt komplementer. Az
ethidiumbromiddal festett riboszémalis RNS-ek, illetve a Tholuidin kékkel festett
teljes fehérje kivonatok a blottok alatt kertilnek bemutatdsra. (tisztitott R-CMV
RNS és CMV CP pozitiv kontrollok, NI-nem inokulalt névényi kivonat, negativ
kontrollként.)

A Kkisérleteket Nicotiana tabacum cv. Xanthi névényeken is megismételtiik,
ahol a két virus hasonlé, mozaik ttineteket indukal. Megéllapitottuk, hogy a
fert6zés kinetikdja ebben az esetben is hasonlé a két izolatum esetén, de a
viruskoncentraciéban megfigyelt kiilonbség ebben az esetben is megfigyelhet6
volt. gy N. glutinosan az indukalt tiinetekben megfigyelt kiilonbséget nem
okozhatja magaban a virus felhalmozédasban megtigyelt kiilonbség (Szilassy és

mtsai., 1999a).

4. 1. 4. A 193-as aminosav josolt funkciéja a kopenyfehérje szerkezeti
vizsgalatok alapjan
Az uborka mozaik virus izoldtumok kozil egyediil az Fny-CMV

kopenyfehérje szerkezete ismert, de ezt templatként haszndlva elkészithettiik a
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Trk7-CMV és az R-CMV izolatumok kopenyfehérjéinek homolégia modelljét. A
nagyfokt  hasonlésagnak  koszonhetéen a modellezett szekvenciarész
Osszerendezésében nem kellett réseket nyitni és besztrasokra sem volt sziikség
(11. abra). Az R és a Trk7-CMV CP-t a 29. aminosavtél a C-terminalis végéig a 218
aminosavig modelleztiik. A templatként hasznalt Fny-CMV CP rontgendiffrakcios
szerkezet nem tartalmazza az els6 28 aminosavat, mivel az N-termindlis régio a
virus RNS kotés miatt rendezetlen szerkezetti. A homolégia modellek
megbizhatosagat sztereokémiai statisztikai mutaték igazoltak, melyek részleteire

itt nem térek ki.

R-CMV 1 MDKSGSPNASRTSRRRRPRRGSRSASGADAGLRALTQQMLKLNRTLAIGRPTLNHPTFVG
Trk7-CMV 1 MDKSGSPNASRTSRRRRPRRGSRSASGADAGLRALTQQMLKLNKTLAIGRPTLNHPTFAG

R-CMV 61 SESCKPGYTFTSITLKPPEIEKGSYFGRRLSLPDSVTDYDKKLVSRIQIRINPLPKFDST
Trk7-CMV 61 SESCKPGYTFTSITLKPPEIEKGSYFGRRLSLPDSVTDYDKKQVSRIQIRINPLPKFDST

R-CMV 121 VWVTVRKVPSSSDLSVAAISAMFGDGNSPVLVYQYAASGVQANNKLLYDLSEMRAD 1GDM
Trk7-CMV 121 VWVTVRKVPSSSDLSVAAITAMFGDGKSPVLVYQYAASGVQANNKLLYNLSEMRAD IGDM

R-CMV 181 RKYAVLVY NLEKDEIVLHVDVEHQRIPISRMLPT 218
Trk7-CMV 181 RKYAVLVY KLEKDEIVLHVDVEHQRIPISRMLPT 218

11. abra Az R-CMV és a Trk7-CMV kopenyfehérjéinek 6sszehasonlitdsa. Az eltér6
aminosavakat sarga szinnel, a Kazein kindz II (CKII) enzim felismer6 helyet
pirossal jeloltiik.

Az R-CMV CP aszparagin (N) a Trk7-CMV CP pedig lizin (K) talalhat6 a
193-as pozicidban. A 193-as aminosav a H és az I béta-red6 kozotti PH-PI hurok
régioban helyezkedik el.

A funkciondlisan fontos helyek vizsgalatit a PROSITE elnevezési
programmal végeztiik. A Trk7-CMV és az R-CMV CP modelljeit 6sszehasonlitva
és a funkciondlis hely joslas eredményeit figyelembe véve megallapithat6, hogy a
193-as  poziciét kozvetlen megelézve a 189-192 aminosavig terjed6
szekvenciarészen (SKDD) egy kazein kinaz II (CK II) foszforilaciés hely talalhat6
(12. A, B abra). Feltételezhet6 hogy a 193-as aminosav toltése befolyasolja a kinaz
kotédését a kopenyfehérje feliiletén. Az elektrosztatikus potencidl feliileti
eloszlasa alapjan a K193 természetesen pozitiv toltésti, mig az N193 negativ

polaritasa (12. C, D &bra). Ez a kis eltérés azonban két kiilonboz6 biokémiai utat
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indukalhat a virusfert6zés folyamataban. A modellszerkezeteket megvizsgalva azt
is megallapithatjuk, hogy a széban forgé foszforildciés hely a viruspartikulum
feltiletén helyezkedik el, igy hozzéaférhet6sége miatt az Osszeépiilt
virusrészecskében is végbemehet a foszforildloédas.

A foszforilacié pontos helye a homolégiamodell alapjan nem hatarozhat6
meg. Feltételezhet6, hogy a 188-as poziciéban taldlhaté, minden CMV izolatumndl
megtalalhat6é tirozin (Y), vagy a kopenyfehérje 189-es aminosav pozicidjaban
elhelyezked6 szerin (S) foszforildlédhat ami a virus &ltal indukalt ttinetek
kialakitasaban kulcsfontossagu (Gellért és mtsai., 2006).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy bizonyitottuk az uborka mozaik virus

sz 2

kialakitasaért, és a ttinetek véltozdsaban valdszintileg a fehérje foszforilacios

allapotanak véltozasa jatszik szerepet.
Trk-CMV CP R-CMV CP

12. abra A Trk7-CMV és az R-CMV kopenyfehérje szerkezeti elemzése a 193-as
pozicié kornyezetében. (A, B): A Trk7-CMV és az R-CMV kopenyfehérje van der
Waals feltiletének abrazolasa a 193-as aminosav és a CK II foszforilaciés hely
jelolésével. (C,D): A Trk7CMV és az R-CMV kopenyfehérje elektrosztatikus
potencaljanak megjelenitése ugyanabbodl a nézetbsl. A piros tertiletek -1,8 kT-nél
kisebb, a fehér 0,0 kT, a kék pedig +1,8 kT-nél nagyobb elektrosztatikus potencidla
feltiletet takarnak.
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4. 2. A cucumovirusok hossza tivit mozgasaban kulcsfontossagti kopenyfehérje

régio azonositasa uborka névényeken

4.2.1. Tunettani megfigyelések és rekombinans virusok vizsgalata

Nem csak az uborka mozaik virus kiilonb6z6 izolatumai kozott
tigyelhettink meg fontos tiinettani kiilonbségeket, hanem a kiilonb6z6
cucumovirusok kozott is. Mig a CMV izoldtumok, mint azt neviik is jelzi,
szisztemikusan fert6zik az wuborkat, addig a kiilonb6z6 TAV izoldtumok
egyaltalan nem, vagy csak lokalisan fert6zik. Kordbbi munkank soran igazoltuk
reasszortans és rekombinans virusok segitségével, hogy a TAV kopenyfehérjéje
nem teszi lehet6vé a rekombinans virus hosszt tdvi mozgasat uborka novényen
(13. dbra), mig mas gazdanovényeket (pl. N.tabacum cv. Xanthi-nc, N. benthamiana)
a rekombinans virus szisztemikusan fertéz (Salanki és mtsai, 1997).

Vizsgélatainkhoz az R-CMV és a P-TAV izolatumokat hasznaltuk fel.

R-CMV rekombinans P-TAV

RNS1 RNS1 RNS1
RNS2 RNS2 RNS2
RNS3 (MP, CP) RNS3 (MP,CP)  RNS3 (MP, CP)

13. abra Uborka novényeken megfigyelhet6 tiinetek 10 nappal az inokulalas utan.
A novények R-CMV-vel, rekombindns RNS3-t tartalmazé virussal (Trk12RT)
illetve P-TAV-val voltak fertézve.
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4. 2. 2. A kopenyfehérje hurokrégioinak vizsgalata

A cucumovirusok hosszt tavi mozgasa viruspartikulum formdjaban
torténik a fert6zott novény széllitoszovet rendszerén keresztiil, igy tovabbi
vizsgélatainkat a kopenyfehérje viruspartikulum felszinén talalhaté hurokrégiéira
koncentraltuk.

Mind a CMV CP-nek, mind a TAV CP-nek ismert a rontgendiffrakcios
modszerrel meghatarozott térszerkezete, és ezek nagyon hasonlitanak egymasra.
A két kopenyfehérjét Osszehasonlitva meghataroztuk azt az 5-5 hurokrégiot,
amely a viruspartikulum feliiletén lokalizalédik (14. abra). Az R-CMV ot
rekombinans klont készitettiink. A BB-PC loop mutans esetében 5 aminosavat, a
BD-PE loop esetén 2 aminosavat, a BE -aEF loop mutansnal 7 aminosavat, a PF-PG
loop esetén 5 aminosavat, mig a PH-PI loopnal 3 aminosavat cseréltink ki. A
rekombindns fert6z6képes klonok felhasznalasaéval a CMV RNS1 és 2
transzkriptumok jelenlétében N. clevelandii novényeket fertéztiink. Mivel a N.
clevelandii tesztnovény kozos szisztemikus gazdanovénye a két virusnak,
varakozasainknak megfeleléen 6-10 nappal a fert6zést kovetéen mindegyik
esetben szisztemikus tlineteket figyeltiink meg. A rekombinans virusokat
tisztitottuk, majd RT/PCR reakciét kovetéen meghatdroztuk a virus
kopenyfehérje génjének nukleinsav sorrendjét. A beépitett mutaciok minden
esetben stabilnak bizonyultak. A tovabbi kisérletekhez tisztitott viriont hasznaltuk
50 mg/ml koncentraciéban.

A tisztitott, rekombinans virusokkal uborka novények sziklevelét
inokulaltuk, majd a tiinetek megjelenését hat héten at kovettilk nyomon
vizualisan, RT/PCR technikaval illetve Northern analizissel. A fert6zési
kisérleteket 6t alkalommal, legalabb 8-8 novény felhasznéldsaval végeztiik el.
Megéllapitottuk, hogy a BB-PC loop mutdns kivételével a rekombindnsok
szisztemikusan fert6zték az uborkat, és a legtobb mutans altal indukalt tiinet az
eredeti CMV fert6zéshez hasonléak voltak. A PE-aEF mutdns mutatott egyediil
eltérést a vad tipust R-CMV-hez képest. Ennél a rekombindnsndl a ttinetek két

nappal késébb jelentek meg, és gyengébbek is voltak.
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P-TAV|R-CMV
3

FD-BE
BH-pI

BF-BG

BB-BC

14. abra A cucumovirusok felszini hurokrégidinak lokalizacidja a kopenyfehérje
alegységen, illetve a hurok régiok eltéréseinek ¢sszehasonlitasa P-TAV és R-CMV
kozott.

Az RT/PCR analizist koveté nukleinsav sorrend meghatdrozas soran
megallapitottuk, hogy a mutansok nukleinsav sorrendje nem valtozott, stabil
maradt az uborka novények fert6zésekor is. A PB-PC loop mutanssal tortént
inokulalds soran az inokulalt leveleken megfigyeltiink lokalis 1ézidkat, azonban
szisztemikus tiinetek egyetlen esetben sem alakultak ki, és sem RT/PCR reakcid,
sem Northern analizis sordn nem tudtuk a virus jelenlétét kimutatni a csticsi, nem
fert6zott levelekben (15. dbra).

fgy megéllapitottuk, hogy a PB-BC loop régionak kulcsszerepe van a
cucumovirusok hossza tavi mozgéasaban uborka novényeknél. Tovabbiakban ezt

a hurokrégiot vizsgaltuk részletesen.
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NI  BB-pC BD-PE PE-aEF PF-pG  PH-PI  Trk-
loop loop loop loop loop CMV

-RNS1, 2

-RNS3

-RNS4

15. abra A kopenyfehérje hurok régidinak cseréjével készitett rekombinansok
Northern analizise uborka novények szisztemikusan fert6zott leveleibdl. A jelolt
proba a CMV RNS3 3 termindlis régidjaval volt komplementer. Az
ethidiumbromiddal festett riboszémalis RNS-ek a Northern blott alatt kertilnek
bemutatésra. (NI-nem inokulalt kontroll.)

4. 2. 3. A BB-BC hurok részletes vizsgalata

A kopenyfehérje PB-BC loop régidjaban 5 aminosav eltérés figyelhet6 meg a
CMV és a TAV kozott. Ezeket az eltéréseket a tovabbiakban egyesével vizsgaltuk,
ot olyan muténst készitve, melyben az R-CMV klénban egy-egy aminosavat
valtoztattuk meg a megfelel6 P-TAV aminosavra. A kovetkezd pontmutédns
klonokat készitettiik: pR3K76R, pR3P78T, pR3E79R, pR3E79A, pR3G83D,
valamint készitettiink egy kett6és (pR3EI79-80RT), és egy harmas mutaciot
(pPR3PEI78-80TRT) tartalmazé klont is. A mutdns klonokrél késziilt
transzkriptumokkal CMV RNS1 és 2 transzkriptumok jelenlétében N. clevelandii
novényeket inokulaltunk. A mutans klénok kozil mindegyik szisztemikusan
fertézte a N. clevelandii tesztnovényeket. A szisztemikus tiinetek 6-8 nappal a

fert6zés utan jelentkeztek, és a legtobb esetben nagyon hasonlitottak az R-CMV
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altal okozott tiinetekre. Egyediil az R3E79R mutans indukéalt az eredeti R-CMV-nél
lényegesen erésebb ttineteket.

A mozaik ttineteken kiviil er6s torpiilést és levéldeformaciot figyeltiink
meg. A szisztemikusan fert6zott levelekben torténé virus RNS akkumulaciéban
ez a mutans (R3E79R) virus sem mutatott eltérést a vad tipushoz képest. A mutans
virionokat tisztitottuk, majd RT/PCR reakciét kovetéen meghataroztuk a
kopenyfehérje gén teljes nukleinsav sorrendjét. Megallapitottuk, hogy mindegyik
beépitett mutécié stabil volt, nem valtozott meg a beépitett nukleinsav sorrend,
illetve a kopenyfehérjében mashol sem keletkezett mutéacio.

A tisztitott virionokkal uborka novényeket fertéztink. A kisérleteket
harom-harom ismétlésben 9-9 névénnyel végeztiik el. A fert6zés utan négy nappal
mindegyik esetben megfigyeltiink lokalis 1éziokat az inokulélt leveleken, tehat a
mutansok sejtrél-sejtre a vad tipushoz hasonléan tudtak terjedni. Szisztemikus
tineteket a R3K76R, R3P78T, R3E79A, R3G83D, R3EI79-80RT virusok esetén
tigyeltiink meg, mig a R3PEI78-80TRT és R3E79R nem jelentek meg tiinetek. Az
uborka novények nem inokulélt leveleinek Northern analizise megerd&sitette a
vizualis megfigyeléseinket (16. abra), a BB-PC loop rekombindns mellett a
R3PEI78-80TRT és R3E79R mutans virussal fert6zott novény leveleiben nem
tudtunk virus RNS-t kimutatni.

Kisérleteink bizonyitottdk, hogy ha az R-CMV CP BB-pC loop részén
taldlhat6 PEI aminosavakat a P-TAV CP azonos elhelyezkedésti TRT
aminosavakra cseréljiik, vagy az R-CMV CP 79-es pozicidjaban 1év6 glutaminsavat
a P-TAV CP-ben talalhaté argininra cseréljitkk, uborka novényben a mutans virus
hosszti tavi mozgdsa, szisztemizaloddsa gatolt. Tehat a CP 78-80 aminosavai
kulcsfontossagtiak a CMV uborka novényen beliili hosszt tavi mozgasaban.

Felvet6dott az a kérdés, hogy ha a P-TAV CP BB-PC loop régidjat a CMV
megfelel6 szakaszaval helyettesitjiik, lehet6vé vélik-e a muténs virus hossza tava
mozgasa uborka novényen. Ennek a kérdésnek a megvélaszolasdhoz elkészitettiik

a pIT3TRT78-80PEI és a pRT3TRT78-80PEI konstrukciokat.
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16. abra A pontmutéansok, a kett6s és harmas mutdnsok Northern analizise uborka
novények szisztemikusan fert6zott leveleibsl. A jelolt proba a CMV CP kédolé
régidjaval komplementer. Az ethidiumbromiddal festett riboszémalis RNS-ek a
Northern blott alatt kertilnek bemutatasra.

Mig a pT3TRT78-80PEI a CP modoésitds a TAV RNS3 klénban tortént, a
pRT3TRT78-80PEI konstruki6 a CMV MP-t tartalmazta a TAV CP mellett.
Mindkét konstrukci6 fert6z6képességét el6szor N. clevelandii novényen vizsgéltuk
R-CMV RNSI1 és 2 transzkriptum jelenlétében. Ezen a tesztnovényen mindkét
konstrukci6é szisztemikus tiineteket okozott, és az RT/PCR reakcié utani
nukleinsav sorrend meghatdrozas bizonyitotta a konstrukciok stabilitdsat. A
fert6zott novényekbdl viriont tisztitottunk a tovabbi kisérletekhez. Uborka
novények fertézése soran a T3TRT78-80PEI és a RT3TRT78-80PEI virionok csak
lokalis fert6zést indukaltak, szisztemikus tiineteket egyetlen esetben sem sikertilt
detektalnunk, amit a Northern analizis eredménye is igazolt (17. dbra).

Osszességében megallapitottuk, hogy a cucumovirusoknal a BB-BC loop 3
aminosavbo6l 4ll6 régidja kulcsfontossdgti uborka novényen a szisztemikus
terjedéshez, azonban nem ez az egyetlen funkciondlisan fontos régi6, ami a hosszua

tava terjedésben a kiillonbséget okozza a CMV és a TAV kozott.
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17. abra A mutansok Northern analizise uborka novények szisztemikusan
fert6zott leveleib6l. A jelolt proba a CMV és a TAV CP génekkel volt
komplementer. Az ethidiumbromiddal festett riboszémalis RNS-ek a Northern
blott alatt kertiltek bemutatasra. (NI-nem inokuldlt novényi kivonat, negativ
kontrollként.)

4. 3. A cucumovirusok sejtrél-sejtre torténd terjedésének feltétele a mozgasi
fehérje és a kopenyfehérje kompatibilitasa

Régota ismert, hogy kiilonb6z6 cucumovirusok kozott reasszortans virusok
a természetben is el6fordulhatnak, illetve mesterségesen is készithet6k. Mar a
tfert6z6képes klonok felfedezése el6tt is készitettek reasszortans virusokat, az
egyes RNS-ek tisztitdsaval és Gj kombindciéban torténé inokulédldsaval. Az ilyen,
reasszortans virusok nagy el6relépést jelentettek az egyes RNS-ek és az altaluk
kédolt fehérjék tulajdonsagainak, patologiai szerepének jellemzésében. A
fert6z6képes klonok megjelenésével egyszertibbé valt a reasszortdns virusok
készitése. Egyértelmiivé valt, hogy mig az RNS3 szabadon cserélhet6 a kiilonb6z6
cucumovirus izolatumok kozott, addig az RNS1 és 2 csak fajon beliil varialhato.
Ugyanakkor a fert6z6képes klonok segitségével az azonos RNS-en kédolédé
gének, esetiinkben a harmas RNS-en kédolédé MP és CP is kicserélhet6vé valt,

ami ezeknek a fehérjéknek az elkuilonitett vizsgalatat is lehet6vé tette. Korabbi

55



dc_341 11

munkank sordn megéllapitottuk, hogy a CMV MP képes a TAV CP-vel életképes
rekombinans virust létrehozni, azonban a TAV MP a CMV CP-vel kombinalva
csak egyes sejtekben replikdlodik, azonban a fert6zott sejtekb6l a szomszédos
sejtekbe atjutni mar nem képes (Saldnki és mtsai., 1997). Ebben az esetben a MP és
a CP integritdsa és miikod6képessége nem kétséges, ezért feltételeztiik, hogy a két
fehérje szorosabb kolcsonhatasa sziikséges a sejtrél-sejtre terjedéshez. Ebben a
kolesonhatasban szerepl6 régiok lokalizalasat ttiztik ki célul rekombinans MP-t és

CP-t hordoz6 virusok segitségével.

4. 3. 1. Rekombinans kopenyfehérjét és mozgasi fehérjét kodolé RNS3 klénok
készitése

A TAV és CMV mozgasi- és kopenyfehérjéjében azonos poziciokban nem
taldlhatok restrikciés endonukledz hasitohelyek, ezért els¢ lépésként restrikcids
hasitohelyeket épitettiink be a T3/Ndel és R3/Ndel fert6z6képes klonokba.

A CMV MP-r¢6l ismert volt, hogy a C-terminélis 33 aminosav hidnyaban egy
masik virusnemzetségbe tartozoé virus, a Brome mosaic virus sejtrél-sejtre terjedését
is képes tamogatni (Nagano és mtsai., 1997), igy els6 lépésként ennek a régionak a
vizsgalatat ttiztiikk ki célul. Ehhez a MP C-termindlis végétél a homologia
viszonyokat tekintve egyenl6 tdvolsagra egy-egy BamHI hasitohelyet épitettiink be
a fert6z6képes klonokba csendes mutacioval. A TAV esetén ez 30 aminosav, mig a
CMV esetén 29 aminosav cseréjét tette lehetévé.

A kopenyfehérjék esetén a rekombindciés pontot a két virus
kopenyfehérjéinek aminosav sorrend homolégia viszonyai alapjan hataroztuk
meg. A két virus CP-jének amino-termindlis régi6i kisebb homolégiat mutattak
(40,58 % az els6 70 aminosav esetén) mint a C-terminalis régi6 (63,33 % az utols6
149 aminosavnal). Igy egy Spel restrikciés endonukledz hasithelyet épitettiink be
csendes mutaciéval mindkét CP 149. aminosava utan.

A csendes mutacidkat hordozoé fert6z6képes klonok fert6z6képességét a R-
CMV RNESI és 2 transzkriptummal kiegészitve vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
klonok fert6zéképessége nem valtozott, és az altaluk kivéltott tiinetek jellemz6i és

megjelenésiiknek ideje sem valtozott a vizsgalt gazdanovényeken (N. clevelandii,
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N. glutinosa, N. tabacum cv. Xanti, N. benthamiana, N. megalosiphon, Chenopodiun
quinoa, Chenopodium amaranticolor, Cucumis sativus).

Az el6bbiek soran beépitett restrikciés endonukledz hasitohelyek, illetve a
kordbban kozvetleniil a CP elé integralt Ndel hasitéhely felhasznalasaval
készitettiik el a rekombindns klénokat. A rekombinans MP gén mellé, mely a TAV
MP els6 250 aminosava utdin a CMV MP C-termindlis 29 aminosavét kodolta
beépitettik mind a TAV (pI3BSCMP) mind a CMV (pTR3BSCMP)
kopenyfehérjéjét kodolo részt. Rekombinans kopenyfehérjét hordozoé klénok koziil
a TAV 69 amino-terminalis aminosavat k6dol6 rész mellé a CMV 150 C-terminélis
aminosavat kodolo részt épitettiik, majd ezt mind a TAV (pT3SPR) mind a CMV
(pPR3NST) MP-vel is kombinaltuk. A megfelel6 reciprok klénokat is elkészitettiik,
melyekben a CMV 69 aminosavat a TAV 150 C-termindlis aminosava koveti a CP-
ben, majd ezt mind a TAV (pT3NSR) mind a CMV (pR3SPT) MP-el kombinéltuk
(18. 4bra).

T o3 o=

2 z &
pT3 — T —
e T T
pTR —
pRT —
pT3BSCMP —
pTR3BSCMP  —
pT3SPR —
pT3NSR — — —
pT3NSR62K65R — —

pronst N —

pR3SPT

pR3SPT62K65R

18. dbra Az elkészitett sziil6i és rekombindns RINS3 konstrukcidk sematikus
4brazolésa.
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4. 3. 2. A rekombinans virusok vizsgalata Nicotiana clevelandii protoplaszt
rendszerben

A rekombinéns klonokrol késziilt in vitro transzkriptumok életképességét el6szor
N. clevelandii protoplaszt rendszerben vizsgaltuk R-CMV RNS1 és 2 transzkriptum
jelenjétében. Megéllapitottuk, hogy az RNS3 rekombindnsok hatékonyan
replikaloédtak, bar a pR3SPT-t és a pR3NST replikécidja a tobbi konstrukcidhoz
képest kevésbé volt hatékony. A szubgenomi RNS4 mindegyik esetben hasonl6
mennyiségben keletkezett (19. dbra).
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19. abra A kulonboz6 rekombinansokkal fert6zott N. clevelandii protoplasztok
Northern blott analizise. A radioaktiv préba a CMV és TAV kopenyfehérjékre volt
specifikus. Az etidium bromiddal festett rRNS kontroll, az dbran als6 részén kertil
bemutatésra.

58



dc_341 11

4. 3. 3. A rekombinans MP-t hordozé virusok vizsgalata novényeken

A CMV és TAV szamos kozos, szisztemikus gazdanovényét (N. clevelandii,
N. benthamiana, C. quinoa és C. amaranticolor) inokulaltuk a rekombinans klénokrol
késziilt transzkriptumokkal, R-CMV RNS1 és 2 transzkriptumok jelenlétében.
Minden fert6zési kisérletet legaldbb harom alkalommal elvégeztiink, 3-3 novény
felhasznalasaval.

A TAV MP 30, karboxi-termindlis aminosavat a CMV homolég, 29
aminosav hosszisagu részére cserélve, az egyébként csak TAV eredetli részeket
hordozé rekombinans (T3BSCMP) fert6z6képesnek bizonyult mindegyik
tesztnovényen (20. dbra). A megjelend tiinetek ennél a rekombinansnal enyhébbek
voltak (pl. enyhébb mozaik, kisebb 1ézi6k) és késébb is jelentek meg, mint az
R1R2T3 kontroll fert6zés esetében. A kisérlet bizonyitotta, hogy a rekombindns
MP miikod6képes, a rekombindns MT-t hordozé virus fert6z6képes, bar a
rekombinans fehérje szerkezete nem optimalis, hiszen a rekombindns virus a
sziil6inél kevésbé volt virulens.

Mivel ez a rekombindns MP miikodéképesnek bizonyult, a
tesztnovényeken lokalis, illetve szisztemikus tlineteket sem okoz6 pTR
rekombinans MP-jét ezzel a rekombindns MP-vel helyettesitettiik (pTR3BSCMP).
A fert6zési kisérletek soran szisztemikus tiineteket (N. clevelandii, N. benthamiana)
illetve lokalis ttineteket (C. quinoa és C. amaranticolor) okozott ez a rekombinans
virus, bar a tiinetek az eredeti RIR1T3 virusénal ebben az esetben is kés6bb
alakultak ki. Megéllapitottuk, hogy a novényeken még lokalis tiineteket sem
okoz6é TR3 rekombinans virus fert6zéképessége helyreéllithaté a MP karboxi-
termindlis 29/30 aminosavanak CMV eredettire torténé cseréjével, tehat ez a régio
felel6s azért, hogy a MP milyen kopenyfehérjével rendelkez6 virusok sejtrél-sejtre
terjedését képes biztositani.

Kovetkez6 kisérletiink soran a CP-n beliil lokalizaltuk azt a régi6, mely a
MP specifikus sejtrél-sejtre terjedésben szerepet jatszik. Ehhez el6szor a kiillonb6z6
rekombinans kopenyfehérjéket a CMYV illetve TAV MP jelenlétében vizsgaltuk,
(pPR3NST, pR3SPT, pT3NSR, pT3SPR). Mig protoplaszt rendszerben mind a négy

konstrukcié hatékonyan replikalédott (19. abra), addig kiilonb6z6 gazdanovények
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fert6zése soran csak a pR3NST konstrukciéval torténé inokulélds soran alakultak
ki szisztemikus tiinetek. Tunettani megfigyeléseinket a Northern analizis
eredménye is alatdmasztotta (20. abra). Csak a pR3NST konstrukciéval fert6zott
novényekben tudtuk kimutatni virus jelenlétét, a pR3SPT, a pT3NSR és a pT3SPR
konstrukciéval fert6zott novények esetén nem. Mivel az a konstrukcié, mely a
CMV N-terminalis régidja mellett a TAV C-termindlis régidjat hordozta sem a
CMV sem a TAV MP-vel nem volt fert6z6képes, feltételeztiik, hogy a rekombinans
CP készitése soran a CP valamelyik funkciondlisan fontos régiéjat atalakitottuk,
igy a CP valamely funkcidja nem mitikodott. Ezért kovetkez6 1épésben az eredeti,

és a rekombinans fehérjék szerkezetét vizsgaltuk meg.
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20. abra. N. clevelandii novények fert6zott leveleinek Northern blott analizise. A
radioaktiv préba specifikus volt a TAV MP kédolé régié 3" végi 90 nt-jara (a), a
CMV MP koédolo régi6 3" végi 90 nt-jara (b), a TAV CP kodol6 régié 5 210 nt-jara
(c) illetve a CMV CP kodol6 régi6 5 210 nt-jara (d).
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4. 3. 4. Kopenyfehérje szerkezeti vizsgalatok

A homolégia modellezés megkezdésekor még csak az Fny-CMV
rontgendiffrakcios szerkezete volt ismert (Smith és mtsai., 2000), igy el6szor a P-
TAV CP modell szerkezetét készitettiik el, majd az Fny-CMV és a P-TAV modell
szerkezeteit felhasznalva a rekombindns CP-k modell szerkezetét is elkészitettiik.
A sejtrél-sejtre torténd mozgasaban sériilt konstrukciok kopenyfehérje szerkezete
(pR3SPT CP, pT3NSR CP) és a hatékonyan mozgéd szuléi (pT3, pR3) és
rekombinans (pR3NST CP CP) kopenyfehérjék szerkezete kozott szignifikdns
kiilonbséget nem tudtunk kimutatni, ezért a kopenyfehérje felszin elektrosztatikus
tulajdonsagait részletesebben vizsgaltuk.

A vizsgalatok soran azonositottunk két ,zsebet” az els6 N-termindlis a
hélix régiét koveté részen (21. 4bra), mely mindegyik CP szerkezeten
megtaldlhat6. Ebben a régioban sikeriilt kiilonbséget megfigyelntink a
tfert6z6képes és a nem fert6z6 konstrukciok kozott. Mig a sejtrél-sejtre hatékonyan
terjed6 konstrukciok esetén (P-TAV, R-CMV, R3NST) a 62. aminosav kortili
tfehérjerész elsésorban pozitiv toltésti (21. C, D, E 4dbra), addig a mozgasaban gatolt
konstrukcié (R3SPT) esetében ez a régi6 inkdbb negativ toltést (21. F abra). Ennek
pozici6ji Lys eltér6 aminosav kornyezetének és eltér6 pozicidjanak
kovetkezménye. A toltésviszonyok alapjan feltételeztiik, hogy a pR3SPT
konstrukcié elektrosztatikus viszonyai miatt nem tudott megfelel6 kolcsonhatast
kialakitani mas virus vagy novényi eredetli fehérjékkel. A toltési viszonyok
megvaltoztatdsira a pR3SPT konstrukcioban egy kétszeresen mutans
kopenyfehérijét terveztiink, mely a 62. aminosav poziciéban lizint, a 65. aminosav
poziciéban pedig arginint tartalmazott. A mutans modellszerkezet toltésviszonyai
(21. G 4bra) mar lényegesen nem tértek el a jol szisztemizal6dé virusokétol.

A tervezett mutaciokat a pR3SPT és a pT3NSR konstrukcidba épitettiitk PCR

iranyitott mutagenezissel.
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21. abra A kopenyfehérje szerkezet analizise. A: a TAV CP B alegységének
szalagmodellje. B: a TAV CP B alegység felszinének elektrosztatikus viszonyai. A
sargaval bekeretezett részt a kiilonb6z6 konstrukciok esetén részletesen vizsgaltuk
C: P-TAV CP, D: R-CMV CP, E: R3NST CP, F: R3SPT CP, G: R3SPT62K65R CP. A
piros részek minden esetben a -1,8 kT-nél kisebb; a fehér a 0,0; mig a kék az 1,8 kT-
nél nagyobb potencidl értékeket jeloli.
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Az igy készitett konstrukcidk (pT3NSR62K65R, pR3SPT62K65R) nukleinsav
sorrendjét ellendriztiik, majd R-CMV RNS1 és 2 transzkriptumok jelenlétében
kiilonboz6 tesztnovényeket inokulaltunk. Chenopodium quinoa és Chenopodium
amaranticolor novényeken 5-7 nappal a fert6zés utan lokalis 1éziok, mig a
szisztemikus gazdanovényeken (N. tabacum cv. Xanthi, N. clevelandii) 7-10 nappal a
fert6zés utdn a cucumovirusokra jellemz6 szisztemikus tiineteket figyeltiink meg.
A Northern analizis (22. abra), illetve az RT/PCRreakciét kovet6 nukleinsav
sorrend analizis bizonyitotta, hogy a mutians rekombinans virusok
szisztemizalodtak, és nukleinsav sorrendjiik nem véltozott.

Tehat a sejtrél-sejtre terjedésben gatolt pTR klon fert6z6képessége
helyreéllt, amikor a kopenyfehéjre karboxi-terminalis 2/3 részét TAV eredettire
cseréltik.

Osszegezve a MP és a CP rekombinans virusokkal végzett kisérleteinket
elmondhatjuk, hogy a MP C-terminalis 29/30 as-anak és a CP karboxi-terminélis

2/3-anak kompatibilitdsa sziikséges a cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedéséhez.

pT3NSR62K65R
pR3SPT62K65R
pT3NSR62K65R
pR3SPT62K65R
pT3NSR62K65R
pR3SPT62K65R
pT3NSR62K65R
pR3SPT62K65R

pR3
pT3
pR3
pT3
pR3
pT3
pR3
pT3

22. abra N. clevelandii novények fert6zott leveleinek Northern blott analizise. A
radioaktiv préba specifikusnvolt a CMV MP koédolo régié 3" végi 90 nt-jara (a), a
TAV MP kédol6 régio 3" végi 90 nt-jara (b), a CMV CP kédolé régié 5 210 nt-jara
(c) illetve a TAV CP kodolo régio 5 210 nt-jara (d).
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4. 4. Heterolég mozgasi fehérje jelent6sen modosithatja a CMV-re jellemzd
tiineteket

Az el6z6 fejezetekben bemutattam, hogy a virustiinetek valtozatossagaért
egyetlen virusfehérje egyetlen aminosava is felelés lehet, illetve, hogy a virus
novényen belili terjedéséhez, az egész novény megbetegitéséhez a kiilonboz6
virusfehérjék osszehangolt mtikodése sziikséges. Ugyanakkor felmertilt benntink
a kérdés, hogy kiilonb6z6 viruscsalddokhoz tartozé virusok hasonlé funkciéju
fehérjéi képesek-e egymast helyettesiteni, valamint, hogy ez milyen hatassal lehet
a ttinetek kialakitasara. Ennek a célnak megfeleléen a Cymbidium gytrtsfoltossag
virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) mozgasi fehérjéjével (ORF4)
helyettesitettiik a Trk7-CMV mozgasi fehérjéjét, majd a virus terjedését, illetve a

virusttinetek valtozasat vizsgaltuk.

s,

rekombinans virus készitése, a rekombinans virus fert6zéképességének
vizsgalata

A Trk7-CMV RNS3 klénjabdl a teljes 3a mozgasi fehérjét eltavolitottuk, és
helyére a CymRSV mutans mozgasi fehérjéjét klonoztuk, mely nem tartalmazta az

egyébként ezzel a régioval atfedve kédolodo pl9 fehérijét (23. dbra).

MP CP
pCMV3 . BN e
MP CP
pCMV3cymMP 5 — S

23. abra A CymRSV mozgasi fehérjét hordozé rekombinans virus
genomszervezddésének sematikus dbrazolasa. Sargaval a CymRSV-bdl szarmazoé
genomszakaszt emeltiik ki.

Az igy elkészitett klonrdl késziilt transzkriptummal (pCMV3cymMP) a
Trk7-CMV RNS1 és 2 transzkriptumok jelenlétében kiilonb6z6 tesztndvényeket

inokulaltunk. A Chenopodium quinoa és Chenopodium amaranticolor novényeken az
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inokulalast kovetéen 3-5 nappal lokalis 1ézidkat figyeltiink meg, mig Nicotiana
benthamiana és Nicotiana clevelandii névényeken 5-7 nappal az inokulalas utan
szisztemikus tiineteket jelentek meg. A szisztemikusan fert6zott levelek Northern
analizise is megerGsitette a vizudlis megfigyeléseket (24. dbra). Mig a CMV CP
specifikus probaval mind a CMV3cymMP fert6zott névény, mind a kontrol CMV
fert6zés kimutathaté volt, addig a CymMP proba esetén csak a rekombindns

virusnal kaptunk jelet.

CMV CMVecymMP CMV CMVcymMP
/I § M | S Il S M | S

RNS3 [

RNS4 —

24. abra CMV és CMVcymMP virus RNS akkumulacié N. benthamiana névényben.
A novényi RNS mintdkat az inokulélt (I) illetve szisztemikusan (S) fert6zott
levelekbdl 7 illetve 14 nappal a fert6zés utdn vontuk ki. A radioaktivan jelclt
probak a CMV 3-as RNS-re (A) illetve a CymRSV MP génre (B) specifikusak.

A rekombinans virust a CMV-nél hasznélt protokol szerint tisztitottuk. A
virustisztitds hatékonysdga nem tért el a CMV esetén megszokottdl, és a
viruspartikulum elektronmikroszképos képe sem mutatott eltérést (nincs
bemutatva). A tisztitott, rekombinédns virust RT/PCR-t koveté nukleinsav sorrend

meghatédrozassal is ellendriztiik és megallapitottuk, hogy a konstrukcio6 stabil volt.
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4.4. 2. A rekombinans virus tiinettani jellemzése

A tovabbi fert6zési kisérletekhez minden esetben tisztitott viriont
hasznéltunk, 50 mg/ml koncentraciéban. A fert6zéseket kilenc novényfajon
végeztik el a sziil6i, illetve a rekombindns virusok felhaszndlasaval. A
tesztnovényeket hdrom csoportba soroltuk aszerint, hogy mindkét sziiléi virus
lokalis fert6zést okoz (1. csoport), mindkét sziil6i virus szisztemikus tiineteket
indukal (2. csoport) vagy csak az egyik virus alakit ki szisztemikus tiineteket (3.
csoport).

Az els6 csoportba kiilonb6z6 Chenopodium fajok tartoztak. Ezeket a
novényeket, a sziil6i virusokhoz hasonlé médon, csak lokalisan fertézte a hibrid
virus. A megjelen6 1éziok mérete és jellege inkdbb a CymRSV-re hasonlitott (25.
abra). Mig példaul Chenopodium quinoa tesztnévényen a CMV nekrotikus, folyton
novekvé 1éziot indukdl, addig a CymRSV és a rekombinans CMVcymMP
klorotikus, apr6 lézidkat alakit ki. Chenopodium foetidum novényeken a CMV
nagyobb, diffazabb lézidkat, mig a CymRSV és a CMVcymMP apré klorotikus

lézidkat indukal.

CMVcymMP CMV CymRSV

Chenopodium quinoa

Chenopodium foetidum

25. abra A rekombinans és a sziil6i virusok okozta lokédlis tiinetek Chenopodium
fajokon.
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A vizsgdlt novények madsodik csoportjaba tartozé novényeknél (N.
benthamiana, N. clevelandii és N. megalosiphon) a hibrid virus a sziil6i virusokhoz
hasonléan szisztematikus fert6zést okoz. A CMVcymMP virus tiinetei mindkét
sziil6i virus tiineteire emlékeztettek, levéldeformacidot és mozaik tiineteket
figyeltink meg. A sziil6i virusokndl a tiinetek eréssége eltérs. A hibrid virus a
CymRSV-nél gyengébb, a CMV-nél pedig erésebb tiineteket indukélt. Példaként a

Nicotiana benthamiana novényeken okozott tiineteket mutatom be (26. abra).

CMVcymMP CMV CymRSV

26. abra A CMVcymMP, CMV és CymRSV virusok altal okozott ttinetek N.
benthamiana novényeken 14 nappal az inokulélds utan.

A vizsgalt tesztnovények harmadik csoportjdba a tartozé N. debney, N.
glutinosa, N.tabacum cv. Xanthi novényeken a sziil6i virusok koziil a CymRSV nem
okoz szisztemikus tiineteket, a virus a nem inokuléalt, cstcsi levelekb8l nem
mutathaté ki, mig a CMV mindhdrom gazdandvényen szisztemikus ttineteket
indukal. A rekombinans CMVcymMP virus szisztemikusan fert6zi a N. debney és
N.tabacum cv. Xanthi novényeket, azonban a N. glutinosa novényen csak lokélis

fert6zést indukal (27. dbra).
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CymRSV CMVcymMP

1 2 3 8 1 2 3 4

gRNS

sgRNS1 RNS3

sgRNS2 B

27. abra CymRSV és CMVcymMP virus RNS akkumulacidja kiilonb6z6
tesztnovényeken 14 nappal az inokuldlds utan. A tesztnovények a kovetkezék: N.
megalosiphon (1), N. tabacum cv. Xanthi (2), N. glutinosa (3), N. debney (4). A
radioaktivan jelolt proba a CymRSV MP génre specifikus. (gRNS a CymRSV
genomikus RNS-e, sgRNS1, sgRNS2 a CymRSV subgenomikus RNS-ei.)

A CMVcymMP a N. debneyi és N. tabacum cv. Xanthi tesztnovényeket
szisztemikusan fert6zte és a tiinetek is kialakultak a nem inokulélt leveleken.
Példaként a N. tabacum cv. Xanthi novényeken indukalt tiineteket mutatom be (28.
abra). A CymRSV esetében jol megfigyelhet6k voltak a fert6zott leveleken
kialakul6 lokalis lézidk, amik sem a CMV, sem a hibrid virus hatidsara nem
alakulnak ki. A hibrid virusnal megjelené szisztemikus tiinetek ebben az esetben a

CMV A4ltal indukalt tiinetekre emlékeztettek.
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CMVcymMP CMV CymRSV

28. abra A CMVcymMP, CMV és CymRSV virusok é&ltal okozott tiinetek N.
tabacum cv. Xanthi novényeken. Az inokulélt leveleket 7 nappal, a teljes novényt
21 nappal a fert6zés utan fényképeztiik. (A piros nyil a lokalis léziokat mutatja.)
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A Nicotiana glutinosa tesztnovényen a hybrid virus a CymRSV-hez
hasonléan lokalis lézidkat indukalt a fert6zott leveleken, bar a 1ézidk a
CMVcymMP esetén difftizabbak és halvanyabbak voltak a sziil6i virushoz képest.

A szisztemikus terjedésre ezen a gazdanovényen a CMVcymRSV nem volt képes

(29. 4bra).

CMVcymMP CMV CymRSV

LA
PN

29. abra A CMVcymMP, CMV és CymRSV virusok altal okozott ttinetek N.
glutinosa novényeken. Az inokulalt leveleket 7 nappal, a teljes novényt 21 nappal a
az inokulalas utan utan fényképeztiik. (A piros nyilak a lokalis lézidkat mutatjak.)

Tehat osszefoglalva elmondhatjuk, hogy egy heterolég mozgasi fehérjének
hatasa van a tlinetek kialakuldsara. A vizsgalt gazdanovények I. csoportja

(Chenopodium spp.) esetében meghatdrozza a lokélis 1éziok méretét, jellegét. A II.
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csoportba tartozé Nicotiana fajoknal médositja a virusfert6zés tiineteit, mig a III.
csoportba tartozd Nicotiana glutinosa novényen lokalis 1éziét indukal de
szisztemikus ttuinetek nem alakulnak ki. A masik két, ebbe a csoportba tartozé

gazdanovényen szisztemikus ttinetek alakultak ki.

4.5. A Pannon 6korégidoban el6fordulé PSV izolatumok jellemzése

Mint az el6z6 munkék soran bemutattam, a cucumovirusok harmas RNS-én
koédolédo géneknek fontos szerepe van mind a jellemzd tiinetek kialakitasédban,
mind a gazdanovénykor meghatarozasaban. A szintén Cucumovirus nemzetségbe
tartozo, de els6sorban pillangésokon el6fordulé foldimogyord torpiilés virusrol
(Peanut stunt virus, PSV) sokkal kevesebb informacié érhet6 el e tekintetben,
kiilonosen az akac novényekrél szarmazé izolatumok esetén. Eppen ezért ttiztiik
ki célul akacrol szarmazé PSV izolatumok gydjtését, tiinettani és molekuléris
biologiai jellemzését. gy egy godollsi akacrdl szarmazé izolatummal, az Rp-PSV-

vel kezdttink el foglalkozni.

4. 5. 1. Az Rp-PSV nukleotid sorrendjének meghatarozasa, filogenetikai és
rekombinaciés elemzése

Az Rp-PSV izolatumot tesztnovényen torténd felszaporitas utan tisztitottuk,
majd virus RNS-t vontunk ki. Mivel az adatbankban ismert PSV szekvencidkkal
homolég oligonukleotidokkal nem sikertilt a virus RNS amplifikéaciéja, az RNS-ek
3" végét poliadenildlds utan klénoztuk, és meghataroztuk a valés 3’ vég
nukleinsav sorrendjét, majd a mindhdrom RNS valés 5" vég nukleinsav sorrendjét
is meghataroztuk. A meghatarozott nukleinsav sorrend ismeretében specifikus
oligonukleotidokat rendelttink, majd mindharom genomi RNS-t klonoztuk és
meghataroztuk a teljes nukleinsav sorrendjiiket. A gemoni RNS-ek nukleinsav
sorrendjét elhelyeztiik a GenBank nemzetkdzi adatbazisban az AM905353,
AM905354, AM905355 azonositd szamok alatt. Az RNS1 3325 nt, az RNS2 2942 nt,
az RNS3 2208 nt hosszasagunak bizonyult, mely adatok megkozelitSleg

megegyeztek az adatbankban taldlhat6 méas PSV izoldtumok nukleinsav
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sorrendjének hosszaval, és a cucumovirusokra jellemz6 6t nyilt leolvasési keret is
azonosithato volt.

Az altalunk meghatarozott nukleinsav sorrendeket ¢sszehasonlitottuk az
adatbankban megtalalhaté PSV, illetve mds cucumovirus szekvencidkkal.
Megallapitottuk, hogy az Rp-PSV nukleinsav szinten az RNS1 és 2 esetében a W-
PSV-vel (84,6 %), a teljes RNS3 esetén pedig a J-PSV-el (83,9 %) mutatja a
legnagyobb hasonlésédgot. A géneket koédol6 szakaszainak homolégia viszonyait
kiilon-kiilon vizsgdlva, az 1a, 2a fehérjét, illetve a 3a fehérjét kodolé szakaszok
tovabbra is a W-PSV-vel mutattdk a legnagyobb hasonlésdgot, azonban a CP-t
kédold gén esetén a Mi-PSV-vel kaptuk a legnagyobb hasonlésagot. A géneket
kédoloé szakaszok filogenetikai analizisét is elvégeztiik, ami teljesen egybeesett a
homolégia vizsgélatokkal (30. dbra). Ugyanakkor nyilvanval6, hogy az &ltalunk
vizsgalt Rp-PSV izolatum semelyik kordbban leirt PSV alcsoportba sem illeszthetd,
hiszen a nukleinsav sorrendek azonossdga minden esetben elmaradt a megkivant

90 %-0s értéktol.
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30. abra A Cucumovirus nemzetség 1la, 2a, 3a és 3b génjeinek nukleotid alapt
tilogenetikai vizsgélata. Az eldgazdsoknal feltiintetett szdmok a bootstrap-analizis
eredményét mutatjdk, a BMV-F (GenBank DQ530423, DQ530424, DQ530425)
csoporton kiviili kontroll izolatum.
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Mivel az RNS3-on kodol6do két gén a filogenetikai vizsgdalat soran eltéré
rokonsagi viszonyokat mutatott, az RNS3-at rekombinéciés analizisnek vetettiik
ald. A rekombinéciés vizsgéalatokban a GenBank-ban elérhet6 teljes PSV RNS3
nukleinsav sorrendeket vontuk be. Az elemzés soran 2 feltételezett rekombinacios
forré pontot azonositottunk 95 %-os szignifikancia szinten az 1199 nt és az 1873 nt
kortli régidban. (a nt értékeket az Rp-PSV nukleotid sorrendjéhez viszonyitva
adtuk meg). Az els6 forré pont a két kédol6 szakasz kozotti régidban talalhato,
mig a masodig a CP génben, 47 nt-dal a stop kodon el6tt helyezkedik el. Igy a két
rekombindciés pont hdrom szakaszra osztja az RNS3-t. Ezekre a szakaszokra Gjbol

elvégeztiik a filogenetikai elemzést (31. &bra).

3 PSV-W
PSV-W RV-Re
PSV-Rp PSV-Mi | e hbi
L i PSV-W PSV-Mi
PSV.Mi - —
PSV-ER PSV-ER
PSV-
i PSV-J
o PS5Vl i i
S /_A A
a ) ™ [ \
— 3a — CP f—
1,24
1,11
1,01
R e i e i e s i e i 13 e et i i e i e i i i e e e e o i e i
0.8 4
0,7 |
o6
0,5
o4 4
0,3 1
0,2 1
o1
0,0 +
o 250 SO0 S0 1 OO0 1 250 1 S00 1 7S50 Z D00

31. abra. A PSV RNS3 rekombinéciés és filogenetikai elemzése. Az &bra aljan a
TOPALI v2 programcsomag PDM analizisével meghatarozott rekombinacios
pontok lokalizacidja lathatd (ablakok mérete: 200 nt, lépések mérete: 10 nt). A
szaggatott vonalak a 95 %-os szignifikancia szintet jelolik. Felette a PSV RNS3
molekula sematikus abrazoldsa taldlhato. A két vastag nyil a rekombinacids
pontok helyét jeloli, a kapcsos zardjelek és a nyilak az adott régiokbol késziilt
torzsfat jelolik.
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Az els6 forré pont el6tti, és a masodik forré pont utani régidk esetén az Rp-
PSV a W-PSV-vel mutatta a legkozelebbi rokonsagot, mig a kozbees szakasz a
Mi-PSV-vel volt a legszorosabb kapcsolatban.

A filogenetikai eredmények alapjan egyértelmtien allithatjuk, hogy a PSV
evolucidja sordn RNS3 szinten rekombinécios esemény jatszodott le. Az alacsony

azonossagi értékek arra utalnak, hogy ez a rekombinaci6 régen torténhetett.

4.5. 2. A Pannon dkorégiobol szarmazoé PSV izolatumok jellemzése

Az Rp-PSV jellemzése soran felvet6dott a kérdés, hogy ez az izoldtum
teljesen egyedi-e, illetve akacfakon milyen PSV izolatumok fordulnak el6
régionkban. A tovabbi vizsgalatokhoz 9 PSV izolatumot gydjtottiink akac
novényekrsl Budapestrrél (B-PSV), Mez6csatrol (Cs-PSV), Filizesgyarmatrol (F-
PSV), Ljubljanabdl, Szlovéniabdl (Ljb-PSV), Godollérsl (Rp2), Szeghalomrdl (Sz-
PSV), Tihanybdl (T1-PSV, T2-PSV) és Tevelrél (Tev-PSV). Egylézidés passzalast
kovetéen N. benthamiana tesztnovényen tartottuk fenn és szaporitottuk tovéabbi

virustisztitishoz az izolatumokat.

4. 5. 2. 1. A Pannon o6korégiob6l szarmazé PSV izolatumok nukleotid
sorrendjének jellemzése és filogenetikai vizsgalata

Az izolatumok filogenetikai jellemzéséhez az RNS3 részleges klonozasat
végeztiik el. A klénozott darab mindegyik esetben tartalmazta a 3a fehérje koédolo
a 3’ nem kodol6 részt. A meghatarozott szakaszok hosszat és GenBank-i azonosito
szdmét a 3. tdblazat mutatja. A meghatarozott RNS3 szakaszok a legtobb esetben
kozel azonos hossztisaguiak voltak (1342-1351 nt), varidcik a nem kodolo
régiokban fordultak el6. A Cs-PSV izoldtum esetén lényegesen hosszabb volt a
meghatarozott rész (1542 nt), ami a 3° nem koédolé rész egy 196 nt hosszu

szakaszanak duplikaciéjanak a kovetkezménye.
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3. tablazat. A Pannon 6korégiobol szarmazo6 PSV izolatumok meghatéarozott régidinak
hossza és GenBank-i azonosité szamai.

1zolatum neve genomi rész mérete (nt) GenBank azonositd
szdm
PSV-B részleges RNS3 1342 FM992670
PSV-Cs részleges RNS3 1542 FM992665
PSV-F részleges RNS3 1346 FM992666
PSV-Ljb részleges RNS3 1346 FM992667
PSV-Rp2 részleges RNS3 1347 AM980675
PSV-Sz részleges RNS3 1345 FM992671
PSV-T1 részleges RNS3 1345 FM992669
PSV-T2 részleges RNS3 1351 FM992668
PSV-Tev részleges RNS3 1349 FM992672

A vizsgalt RNS3 szakaszok teljes egészében magukba foglaltak azt a régiot is,
mely az Rp-PSV esetében a két rekombinacios pontot és a CP gént tartalmazta (32.

abra).

1201 1873

3a l CP gén l

— | | |

32. abra A PSV RNS3 molekula sematikus abrazolds. Zold szinnel a Pannon
okorégiobdl szarmazé izoldtumok esetében meghatdrozott nukleinsav szakasz
lathat6. A piros nyilak az Rp-PSV esetén meghatarozott rekombinacids pontok
pozicidjat jelolik.

A vizsgalt tjabb kilenc PSV izoldtum nuklein és aminosav sorrendjét
Osszehasonlitottuk a korabban vizsgdlt Rp-PSV izolatuméval, valamint a
GenBankban taldlhato Osszes PSV izolatum megfelel6 régidjanak nukleinsav
sorrendjével. A Pannon 6korégiobél szarmazé izolatumok nuikleotid sorrendje
96,3-98,0 %, mig aminosav sorrendjiik 98,1-100 % azonossagot mutatott az Rp-PSV
izolatuméval. Egyéb PSV izolatumokkal az azonossag hasonl6 volt az Rp-PSV-nél
leirtakkal. A filogenetikai vizsgéalatokat az Rp-PSV-nél meghatarozott
rekombinaciés pontok kozé es6é régioval, és a teljes klénozott szakasszal is

elvégeztik. Az els6 esetben mindegyik izoldtum a Mi-PSV-vel mutatta a

legktzelebbi rokonsagot, mig a teljes szakaszra a W-PSV-vel bizonyult
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legszorosabbnak a kapcsolat. Mindegyik elemzés bizonyitotta a Pannon
okorégiobdl szarmazoé izolatumok szoros rokonsagat, és a tobbi izolatumtol valo
hatarozott elkiilontilését (33. abra). Ezek az akacrdl szarmazo izolatumok egy j,
jol kortilhatarolhaté alcsoportot alkotnak.

a b
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33. abra A cucumovirus RNS3 molekuldk kiilonboz6 régidjanak filogenetikai
vizsgélata. a: A rekombinéciés pontok kozotti nt szakasz, b: a részleges MP-t
kédolo, a teljes IR, a teljes CP kodol6 és a 3" nem kédolod régiokat tartalmazo
szakaszok vizsgélata. Az eldgazdsoknal feltlintetett szamok a bootstrap-analizis
eredményét mutatjdk. A BMV-F csoporton kiviili kontroll izoldtum. A négyzetek
és romai szdmok a PSV alcsoportok vizualis elkiilonitését és azonositasat segitik.

4.5. 2. 2. A Pannon 6korégiobdl szarmazé PSV izolatumok tiinettani jellemzése

Mivel a vizsgalt izolatumok akac novényrél szarmaztak, mig az
adatbankban taldlhaté tobbi PSV izolatumot egyéb pillangés novényekrol
izolaltdk, fontosnak tartottuk a legfontosabb tesztnovények tiinettani jellemzését
is. Osszesen 5 novénycsalddba tartozo 16 novényfaj vizsgalatat végeztiik el (4.

tablazat).
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Amennyiben szisztemikus tiineteket nem figyeltiink meg, a novények
fert6zottségét Northern analizissel vizsgéltuk. A legtobb tesztnovényen a vizsgalt
izolatumok egyforman viselkedtek. Frdekes kiemelni, hogy a C. amaranticolor
novényeken a PSV izoldtumok klorotikus lokéalis 1éziokat indukaltak, és e mellett a
cucumovirusoknal szokatlan moédon szisztemikus tiinetek, mozaikosodés és
levéldeforméci6 is megjelent (34. dbra). Lencsén és borsén a kisérletek sordn soha
nem figyeltink meg tiineteket, azonban Northern analizissel a nem fert6zott,
cstcsi levelekben a virus kimutathaté volt. Erdekes volt az akac magoncok
mesterséges fert6zése is, ahol a fert6zés utan kialakultak a ttinetek, azonban egy
hénappal a fert6zés utan a ttinetek maszkirozédtak, bar a virus jelenléte tovabbra

is kimutathato volt.

34. abra Tev-PSV okozta tiinetek C. amaranticolor inokuléalt (A) és csucsi levelein (B)

A kiilonboz6 izolatumok tiinetei kozott csak N. glutinosa tesztndvényen
tapasztaltunk lényeges eltérést. Az inokulalt leveleken tiinetek nem alakultak ki,
bar itt mindegyik PSV izoldtum kimutathato volt. Késébb az Rp2-PSV, F-PSV, Sz-
PSV és a Ljb-PSV esetén figyeltink meg szisztemikus tiineteket. Ezeknél az
izolatumokndl a novények torpiilését és mozaik tiineteket figyeltiink meg (35.
abra). A tobbi izolatum esetén szisztemikus tiinetek soha nem jelentek meg, és a

virusok jelenléte Northern hibridizaciéval sem volt kimutathaté (36. abra).
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A Cucumis sativus cv. Delicates, Solanum lycopersicum cv. Kecskeméti
jubileum, a N. debney, a N. tabacum cv. Xanthi gazdanovényeket egyik vizsgalt

izolatum sem fert6zte.

35. abra PSV-Rp2 altal fert6zott N. glutinosa (bal oldalt), és vele azonos kor, egészséges
novény (jobb oldalt), azonos levélszintjérdl szedett level.
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36. abra PSV izolatumokkal fert6zott N. glutinosa novények vizsgalata Northern
blot analizissel. Mintavétel a fert6zés utan 1 héttel (lokalisan fert6zott levél) és 3
héttel (szisztemikusan fert6zott levél). Fekete alapon a vizsgalt novényekbol
kivont, etidium-bromiddal festett 0ssznukleinsav lathat6. Pozitiv kontroll: PSV-
Rp-vel fert6zott N. benthamiana, negativ kontroll: nem fert6zott N. glutinosa.
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Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Pannon korégioban el6fordulé PSV
izolatumok mind patologiai jellemzd&iket tekintve, mind genetikailag egységes és
jol elkiilonithet6 alcsoportot alkotnak. Kialakulasuk a II-es és IlI-as PSV alcsoport

kozotti rekombinacios eseménnyel hozhat6 osszefiiggésbe.

4. 6. Egy kiilonleges patotipustt CMV, az Ns-CMYV vizsgalata

Az eddig ismertetett munkak soran elsésorban a cucumovirusok RNS3-
anak a patologiai jellemzo6k kialakitasdban, a gazdanovénykor valtozatossagaban
betoltott szerepét vizsgaltuk. Azonban az utébbi években mind fontosabba valt az
RNS1 és 2 szerepének tisztazédsa a tiinetek kialakitasdban. Az Ns-CMV izolatum

jellemzése ezekhez a munkékhoz jarult hozza.

4. 6. 1. Tiinettani vizsgalatok

Az uborka mozaik virus N izolatumat eredetileg Fulton (1953) egy
pontosan nem megjeldlt CMV-torzsbél kiilonitette el, és mint véletlen mutanst
azonositotta. A mutans izolatum kiilonleges patologiai tulajdonsdga abban
nyilvanult meg, hogy a legtobb CMV torzzsel szemben szisztemikusan fogékony
novényfajokon, igy példaul a Solanaceae csaldd fajain is csak lokalis lézidkat
okozott. Az altalunk hasznalt Ns-CMYV izoldtum N. clevelandii novények fert6zott
levelein lokalis 1ézi6t, majd szisztemikus fertézést indukalt, mig N. tabacum cv.
Xanthi-nc és N. glutinosa tesztnovényeken csak az inokulalt leveleken figyeltiink
meg lokalis fert6zést, de szisztemikus ttinetek nem alakultak ki (37. abra), és
ezekben az esetekben a virus Northern analizissel sem volt kimutathaté a nem

fert6zott levelekbdl (Salamon és mtsai., 1998).
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CMV-Rs CMV-Ns

37. abra Az Rs-CMV és az Ns-CMV fert6zés tiinetei Nicotiana clevelandii, Nicotiana
glutinosa és Nicotiana tabacum cv. Xanthi tesztnovényeken.

4. 6. 2. A nekrotikus tulajdonsag genetikai hatterének vizsgalata

A lokalis 1éziok indukalasaért és a szisztemikus tiinetek elmaradasaért
felel6s genetikai determindns azonositdsdhoz el6szor el6 kellett allitanunk a
nekrotikus Ns-CMV  torzs fert6z6képes klonjait. Ezeket specifikus primerek
felhaszndlasaval, PCR technika segitségével végeztiik el. A fert6zéseket kovetSen
megallapitottuk, hogy a fert6z6képes klonok a mutdns virussal megegyezd
ttineteket indukalnak. A tovabbi munkahoz fontos volt a teljes nukleinsav sorrend
ismerete, igy meghatdroztuk azt, és elhelyeztilk a GenBank adatbankban
(azonositasi szam: AJ580953, AJ511989 és AJ511990). Az Ns-torzs nukleinsav
sorrendjét  Osszehasonlitottuk mas CMV  izolatumokéval, koztik a

laboratériumunkban hasznélt Rs-CMYV izoldtuméval is. Megallapitottuk, hogy az
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Ns-CMV torzs egy tipikus, els6 alcsoportba tartozo izoldtum. Aminosav szinten az
Rs és az Ns-CMV izolatumok 97,5-99 %-os hasonlésagot mutattak.

Az Ns-CMV kilonleges patologiai jellegének genetikai determinansanak
meghatarozasadhoz el6szor reasszortans virusokat készitettiink az Rs-CMV és az
Ns-CMV fert6z6képes klonjainak felhasznalasaval. A N. clevelandii novényeken
felszaporitott és tisztitott virionokkal végeztiik el a tesztnovények fert6zését (5.

tablazat).

5. tablazat Az Ns-Rs reasszortans virusok tiinetei kiilonb6z6 tesztnovényeken.

genotipus N. clevelandii N. glutinosa N. tab. cv. Xanthi-nc
R1/R2/R3 -/ 1d, mo - / mo -/ €k, mo
R1/R2/N3 -/ 1d, mo - / mo -/ €k, mo
R1/N2/R3 -/ 1d, mo -/ mo -/ ék, mo
R1/N2/N3 -/ 1d, mo -/ mo -/ ék, mo
N1/N2/N3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll /-
N1/N2/R3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll / -
N1/R2/N3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll / -
N1/R2/R3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll / -

Az els6 adat a lokédlis, a maéasodik a szisztémikus tiinetekre vonatkozik.
Zarojelekben tiintettiik fel a hosszti id6 mulva illetve nagyon ritkan megfigyelheto
tuneteket. 1d: levéldeformdcié, mo: mozaik, ék: érkivildgosodas, nl: nekrotikus
1ézi6(k), csn: csticsnekrozis, nll: nekrotikus lokalis 1ézi6.

A tesztnovények vizsgalata soran megallapitottuk, hogy azokban a virus
RNS kombinaciokban alakuk csak ki az Ns-CMV-re jellemz6 tiinetek, amikor az
Ns-CMV RNSI1 jelen volt. Ha e mellett az RNS1 mellett az Rs-CMV RNS2 és 3
taldlhat6, a szokatlan tiinetek akkor is megjelennek. fgy megallapitottuk, hogy
kizarolag az Ns-CMV RNS1-en lokalizal6dik az a genetikai determindns, ami az
Ns-CMV szokatlan tiineteiért felel®s.

A tovabbiakban rekombindns RNS1 konstrukcidkat készitettiink az Rs-
CMV RNS1 és Ns-CMV RNS1 fert6zéképes klonok felhasznédlasdval. A mindkét
klénban azonos pozicioban megtaldlhaté Apal, Bsml, Csp451, EcoRV és BamHI

restrikcios hasit6helyek felhasznalasaval (38. 4bra).
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Csp 45l
Apal Bsm | Bsm | EcoRV Bam HI

R1

N1 — I
NR - |
RN | . Iu
N.RNR —- - |
raey — N N
RNR/Bsm — - |
NrnBsm — I DN

RNR/Csp | - |
Nrn/csp — I D

38. abra Az elkészitett Ns-Rs rekombindns konstrukciok sematikus abréazolasa.
Fehér szinnel az Rs, feketével az Ns-CMV-b6l szarmazo részeket tiintettiik fel.

Az elkésziilt konstrukcidkkal az Rs-CMV RNS2 és 3 transzkriptumok
jelenlétében N. clevelandii, N. tabacum cv. Xanthi és N. glutinosa novényeket
fert6ztink, és megallapitottuk, hogy az Ns-CMV-re jellemz¢ tiinetek csak azoknal
a konstrukcioknal alakulnak ki, amelyek az Ns-CMV 1a fehérje 450-477 aminosav
szakaszdnak megfelel6 régiot tartalmazta. Ezek az NR, N.RNR, RNRi/Bsml és az
RNR/Csp konstrukcidk voltak.

Kovetkez6 1épésben osszehasonlitottuk az Ns-CMV és az Rs-CMV 450-477
aminosavak kozotti szakaszat. Megallapitottuk, hogy a két vizsgalt CMV izolatum

ebben a régidban 5 aminosav poziciéban tér el egymastol (39. dbra).
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Rs-CMV 450 SKWFAALTRPLRVFFSSVVHALFPTLR
Ns-CMV 450 SKWFAAFTRPLCQFFSSAVRALFPTLR

39. abra Az Ns-CMV és az Rs-CMV 1a fehérjéinek osszehasonlitasa a klonok

c 20z

eltéréseket piros szinnel emeltiik ki.

A tovéabbiakban az eltér§ pozicidkat egyesével vizsgaltuk. Az Rs-CMV
RNSI klénjaban egyesével, mutéacioval megvaltoztattuk az eltér6 aminosavakat az
Ns-CMV-ben megtaldlhaté megfelelSire, majd a konstrukciokat tesztnovényeken
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a 46l-es pozicibban lev6é arginin cseréje
ciszteinre elegend6 volt az Ns-CMV-re jellemz6 tiinetek megjelenéséhez. A
kisérlet forditottjat is elvégeztiik, tehat cisztein helyett arginint épitettiink az Ns-
CMV 461 as pozicidjaba. Ebben az esetben elttintek az Ns-CMV-re jellemz6
tinetek, és az I. CMV alcsoportra é&ltalanosan jellemz6 mozaik ttineteket
tigyeltiink meg.

Tehat az Ns-CMV kiilonleges patolégiai jellemzéinek meghatarozasaért az

1a fehérje egyetlen aminosava felel&s.

° 0,

Az la fehérjének nem ismert a masodlagos szerkezete, igy a tovabbi
vizsgalatokhoz elkészitettiik a mutacio korili régié josolt fehérjeszerkezetét. Az
eredmények szerint a 46l-es aminosav egy 12 aminosav hosstsaga a-hélix
masodik aminosavaként helyezkedik el. Ezt az a-hélixet harom aminosav
megszakitassal egy masik, hét aminosav hosszasaga a-hélix el6zi meg (40. abra).
A két hélix érdekessége, hogy az egyik oldalan els6sorban hidroféb aminosavak
helyezkednek el, mig a masik felén bazikus és neutralis aminosavak taldlhatok.
Igy az egész régié amfipatikus, a-hélixnek tekinthet6.
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A Ns-CMV 1a 451-472 Charged Rs-CMV 1a 451-472
Polar
R . H
Hydrophobic
R K q YESk R K
S S
S S
C R
T T
K TRPLCQFFSSAVR K TRPLRVFFSSVVH
B 461
CMV-Ns 450 SKWFAAFTRPLCQFFSSAVRALFPTLR
CMV-Rs 450 ...... L....JV....V.H.......
hhhhhhhh~~hhhhhhhhhhhhh~~~~
helix A helix B

40. abra A: Hélix kerék tipusa abrazolasa az Ns és Rs CMV 443 és 472 as kozé es6
régidjanak. B: Az Ns és az Rs-CMV 1la fehérjéinek vizsgalt szakaszanak
Osszehasonlitasa. A pontok az aminosav azonossagot, h az a-hélix részt, a ~ pedig
a hurok régiét jeloli. A 461-es poziciét sziirke illetve fekete hattérrel emeltiik ki.

A 46l-es aminosav funkcidjanak tovabbi vizsgalatdhoz mutaciokat
terveztiink ebben a poziciéban. A modell szerint a 461-es aminosav a hidroféb és a
hidrofil-neutralis régié6 hataran talalhato, igy a fehérje szerkezet akkor sem
valtozik, ha pozitiv toltésti vagy neutralis aminosavval helyettesitjiik. Hat
pontmutédciét terveztink, amiket az Ns-CMV RNSI1 fert6z6képes klonjaba
épitettiink. Az els6 esetben a C461-t neutralis alaninnel helyettesitettiik (C461A). A
masodik mutaciénal, amikor egy szerint épitettiink be (C461S), azt a feltételezést
akartuk ellendrizni, hogy a C461 részt vesz-e intra- vagy intermolekularis

diszulfid hid kialakitdsaban, és ha igen, akkor ez sziikséges-e a nekrozis
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kialakitasdhoz. A harmadik mutéci6 soran (C461K) azt vizsgaltuk, hogy az
arginintdl eltérd, mas pozitiv toltésti aminosavnak milyen hatdsa van a ttinetekre.
A negyedik mutacié soran prolint épitettiink be a vizsgalt poziciéba (C461P), ami
az ismertetett a-hélix szerkezetet megbontja. Az 6todik mutaciondl hidrofil és
polaris aminosav hatasat vizsgaltuk (C461N). Végiil egy negativ toltést
aminosavat (glutaminsav) is beépitettiink (C461E), ami a hélix amfipatikus jellegét
alapvet6en megvéltoztatja.

A mutans klénok replikacidjat el6szor N. clevelandii protoplaszt
rendszerben vizsgaltuk. az Ns-CMV RNS2 és 3 jelenlétében. A protoplaszt
fert6zése utan 24 6raval Northern analizissel vizsgéltuk a fert6zés hatékonysagat.
A protoplasz kisérlet eredménye azt mutatta, hogy a C461E, a C461P és a C461N
mutdns nem replikalédott. Az Osszes tobbi mutdns megtartotta a replikacids
képességét, bar a C462K mutans esetén ennek hatékonysaga csokkent (41. dbra).

Mivel mind az Ns-CMV, mind az Rs-CMV szisztemikusan fert6zi a N.
clevelandii novényeket, a kovetkez6 fert6zési kisérletekhez ezt a tesztnovényt
hasznéltuk. Az 6sszes mutdns az Ns-CMV RNS2 és 3 jelenlétében fert6ztiik. A
fert6zés lefolyasat vizudlisan, illetve RT/PCR analizissel kdvettiik nyomon. Ahogy
a protoplaszt kisérletekbdl varhato volt, a C461E, a C461P és a C461N mutansok
nem fert6zték a N. clevelandii novényeket. Az Ns-CMV és a C461R, a C461S és a
C461A mutansnal 5-6 nappal a fert6zés utan jelentek meg szisztemikus tiinetek,
mig a C461K mutansndl csak 10-12 nap elteltével figyeltiink meg ttineteket. A
szisztemikus ttinetek mindegyik esetben hasonléak voltak, azonban a fert6zott
leveleken az Ns-CMV, a C461A és a C461S virusok esetén lokalis lézidkat is
megfigyeltiink.

A sikeresen fert6z6 konstrukciok esetén viriont tisztitottunk a fert6zott
RT/PCR reakciéval emeltiik ki. A PCR termékek nukleinsav sorrend
meghatarozasa mindegyik esetben bizonyitotta a mutaciok stabilitasat.

A tovéabbiakban azoknak a tesztnovényeknek a vizsgalataval foglalkoztunk,
melyeken az Ns-CMV az I. alcsoporta CMV-ktdl eltérd tiineteket mutatott (N.

tabacum cv. Xanthi, N. glutinosa) (6. tablazat).
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41. abra Fert6zott N.clevelandii protoplasztok Northern analizise. Mindegyik
protoplasztot Ns2 és Ns3 transzkriptummal fert6ztiik a vad tipust illetve a
mutans RNS1 transzkriptumok mellett. A jelolt proba a CMV RNS3 3’ terminalis
régidjaval volt komplementer. Az ethidium bromiddal festett riboszémaélis RNS-ek
a Northern blott alatt kertiltek bemutatésra.

6. tablazat. A fert6zott tesztnovényeken kialakul6 tiinetek tipusai

virusok Fert6zott novényfaj?
Nicotiana Nicotiana glutinosa Nicotiana tabacum cv.
clevelandii Xanthi
Ns-CMV | L, Sys. M. alacsony conc.: L alacsony conc.: L
magas conc.: Sys. M. magas conc.: Sys. M.
Rs-CMV | M, Sys. M. M, Sys. M. M, Sys. M.
C461A | L, Sys. M. L L
C461S L, Sy. M. alacsony conc.: L alacsony conc.: L
magas conc.: Sys. magas conc.: Sys.
chlorosis chlorosis
C461K | Sys. M. 8 nap Sys. M. 8nap Sys. M 8 nap
C461R | Sys. M. 4 nap Sys. M. 4 nap Sys. M. 4 nap
C461P - - -
C46IN | - - -
C461E - - -

al.=Lézi6, Sys.= Szisztemikus tiinet, M.=Mozaik, conc.=koncentracio
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Ezeknek a tesztnovényeknek a vizsgalatdhoz tisztitott virionokat
hasznéltuk fel, egységesen 50 pg/ml koncentraciéban. A mutansok koziil a C461S
és a C461A az Ns-CMV-hez hasonléan lokalis lézidkat indukalt az inokulélt
leveleken, és ezekben az esetekben szisztemikus fert6zés nem alakult ki. A
kialakult 1éziok jellege azonban eltér6 volt. N. tabacum cv. Xanthi névényeken az
Ns-CMV fert6zés kovetkeztében teljesen nekrotizalédtak, és néhdny szaggatott
vonalat figyeltiink meg a 1éziok koriil. A C461A virus esetén a 1ézi6 kozepe nem
nekrotizdlédott, de a szaggatott vonalak a fert6zés helye korul jol
kortilhatarolodtak. A C461S virus esetén a lokalis fert6zés tiinetei ugyan jol
latszottak, de sokkal enyhébbek voltak, mint az el6z6 két esetben (42. abra).

A lokalis 1ézi6t indukal6 izolatumoknal szisztemikus tiinetek nem alakultak
ki, és ezek a virusok Northern analizissel sem voltak kimutathatok. A C461K
mutans az Rs-CMV-re emlékeztets tiineteket indukalt, azonban ezek a tiinetek
késébb, csak nyolc nappal a fert6zés utan alakultak ki. A tlinettani
megfigyeléseinket Northern analizissel is megerdsitettiik (43. abra). Nicotiana
glutinosa tesztnovényen az Ns-CMV és a C461A fert6zéskor alakultak ki
nekrotikus 1ézidk az inokulalt levélen. A C461S fert6zés kovetkeztében tipikus
lokalis 1éziok ezen a tesztnovényen nem alakultak ki, inkdbb csak klorotikus
foltokat figyeltiink meg (44. abra). Ezeknél a mutansoknal szisztemikus tiinetek
nem alakultak ki. A C461R virus az Rs-CMV-hez hasonléan mar 4 nappal a
fert6zés utan detektalhato volt a nem fert6zott fels6 levelekben, mi a C461K virust

csak 8 nappal az inokulélds utan tudtuk kimutatni (43. 4bra).
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42. abra Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc novényeken kialakulé lokalis és
szisztemikus tiinetek. A novények a sziil6i virusokkal (A: Ns-CMV, B: Rs-CMV) és
a kiilonb6z6 mutansokkal (C: C461A, D: C461K, E: C461S, F: C461R) inokuléltuk.
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4 nappal az inokulalas utan 8 nappal az inokulalas utan

43. abra Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc novények szisztemikusan fert6zott
leveleinek Northern analizise.
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44. abra Nicotiana glutinosa novényeken kialakul6 lokalis és szisztemikus tiinetek.
A novények a sziil6i virusokkal (A: Ns-CMV, B: Rs-CMV) és a kiilonboz6
mutansokkal (C: C461A, D: C461K, E: C461S, F: C461R) inokulaltuk.

A kovetkez6kben megvizsgaltuk a fert6zés lefolyasat abban az esetben, ha
extrém magas viruskoncentraciéval inokuldltuk a novényeket (5 mg/ml). A
legtobb esetben a tiinetek megegyeztek az el6z6ekben leirtakkal. A lokalis 1ézi6t
okoz6é mutdnsoknal az inokuldlt levél teljesen elpusztult, nekrotizdlédott. A
C461A mutéans esetén soha nem alakult ki szisztemikus ttinet, mig az Ns-CMV-nél
néhany esetben szisztemikus mozaik tiinetek jelentek meg. A virus nukleinsav
sorrendje ezekben az esetekben is stabil maradt, amint azt az RT/PCR nukleinsav
sorrend meghatarozas bizonyitotta. A C461S mutanssal torténd fert6zés is csak
néhany esetben vezetett szisztemikus tiinetek kialakuldsahoz, azonban ezeknek a

tineteknek a jellege szokatlan volt (45. dbra). A levélerek koriil intenziv, sérga
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foltok jelentek meg, azonban ezek a levélnek egy kisebb részére lokalizal6dtak. A
virust a levélnek csak a sarga részébdl lehetett kimutatni mind RT/PCR, mind

Northern analizissel.

45. abra A C461S mutans fert6zés utdn 18 nappal kialakult ttinetek a Nicotiana
tabacum cv. Xanthi novények nem fert6zott levelén.

4. 6. 4. Strukturalis valtozasok az 1a fehérjében a kiilonb6z6 mutaciok hatasara

A korabban leirtak szerint a vizsgalt fehérjeszakasz egy nem teljesen
folyamatos, amfipatikus a-hélixen helyezkedik el. A vizsgalt 461-es aminosav a
neutrdlis és bazikus régio talalkozasanal lokalizal6dik, igy fontos szerepe lehet az
la fehérje kiilonboz6 funkcidinak kialakitdsaban. Mindegyik mutans virus esetén
elkészitettiik a 461 as kortli régié modelljét (46. abra). A legnagyobb valtozas a
C461P mutans esetén josolhatd, ebben az esetben az a-hélix szerkezetben egy erés
torés alakul ki. A C461E mutans esetén a glutaminsav negativ toltésének hatasara
a hélix toltésviszonyai teljesen megvaltoznak, elvesziti amfipatikus jellegét. A
protoplaszt kisérletek is bizonyitottdk, hogy ezekben az esetekben annyira
megvéltozott a fehérje szerkezete, hogy a virus elveszitette replikacios képességét.
Az Ns-CMV-hez hasonlé tiineteket indukalé C461A és C461S mutansok
szerkezete is hasonl6. Megmarad a hélixek szerkezete, illetve amfipatikus jellegtik
sem valtozik.

A C461R illetve C461K mutansok esetén a hélix szerkezet nem véltozik,
azonban a bazikus rész kiterjedése lényegesen nagyobb.

A C461N mutans, mely replikdciéra nem képes, az Ns-CMV-hez hasonl6
szerkezetti és toltésviszonyt, egyediil a neutralis régi6 kiterjedése nagyobb, és az

oldalcsoport lokalizacidja valtozik.
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46. abra A kulonboz6 mutdcidk hatdsa az la fehérje részleges szerkezetére.
Mindegyik modell az 1a fehérje részleges, josolt szerkezetét mutatja be a 443-472
as régioban. A: Ns-CMV, B: Rs-CMV, C: C461A, D: C461K, E: C461S, F: C461R, G:
C461N, H: C461E, I: C461P. J: A C461P konstrukci6 esetén mutatja be a szerkezet
torzulasat. Mindegyik esetben a piros szin a -1,8 kT-ndl kisebb potenciald, a fehér
a 0,0 potencialt, mig a kék a +1,8 kT-nal nagyobb potenciala régidkat jeloli.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

A cucumovirus nemzetségbe tartoz6 virusoknak mindossze harom genomi
RNS-e van, ami csupan 6t fehérjét kédol. Ezeknek az RNS-eknek és fehérjéknek
egytittesen kell biztositani a virus “szaporodasat”, terjedését, alkalmazkodasat a
valtoz6 kornyezeti viszonyok és gazdanovény kapcsolatok soran.

Legtobb ismeretiink az RNS3 és az altala kodolt fehérjék szerepérél van
ezekben a folyamatokban, és a mi munkank sordn is ehhez a teriilethez
kapcsolodik a legtobb eredménytiink. A kdpenyfehérjét vizsgalva korabban a 129-
es aminosav kulcsszerepét tobb esetben, tobbféle gazdanovény fert6zése sordn
bizonyitottdk (Suzuki és mitsai., 1991; Suzuki és mtsai.,, 1995; Kobori és mtsai.,
2003; Mochizuki és Ohki, 2011). Arrél a mechanizmusrél, hogy a 129-es aminosav
hogyan befolyasolhatja a ttineteket csak feltételezések vannak. Azt tudjuk, hogy ez
az aminosav az Osszeépiilt viruspartikulum feliiletén, a BE-aEF hurok régiéban
helyezkedik el (Smith és mtsai., 2000), igy akéar kozvetlen kdlcsonhatésba is 1éphet
novényi fehérjékkel. A klorézis kialakuldsat vizsgalva azt talaltdk, hogy a 129
szerin/fenilalanin csere hatdssal van a virus becsomagolédasira, a
viruspartikulumok nem épiilnek 6ssze, hanem aggregalédnak a citoplazméban,
majd a novény nekroézisa kovetkezik be (Suzuki és mtsai., 1995). A sarga fenotipus
kialakulasaért ugyanakkor a thylakoid membranok abnormalitdsa volt a kozvetlen
felel6s (Mochizuki és Ohki, 2011).

Nicotiana glutinosa novényeken kialakulé kiilonlegesen erés torpiilést
indukélé genetikai determinanst az R-CMV CP 193-as pozicidja aszparagin
aminosavaként azonositottuk. A torpulés fenotipusa a virusakkumulacié
valtozasdval nem hozhaté 6sszefiiggésbe, mivel ez olyan gazdanovény fert6zése
soran is megfigyelhet6 volt, ahol a két izolatum tiinettani eltérést nem indukalt.
Hasonl6éan a mi megfigyeléseinkhez Zhang és mtsai (1994) sem talaltak
kapcsolatot a ttinetek salyossaga és a virusakkumulacié ko6zott, azonban az I117F-
CMV éltal Solanaceae csaladba tartozoé fajokon okozott kiilondsen sulyos tiinetek
magas virusakkumulaciéval korreldltak (Carrere és mitsai., 1999). N. glutinosa

novényen a torpiiléses fenotipus kialakulasdhoz egyértelmtien a sejtosztéodas
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intenzitdsanak csokkenése vezet. A legtobb ismert nukleinsav sorrendti CMV
esetén ebben a poziciéban a Trk7-CMV-hez hasonléan lizin talalhat6, az R-CMV-
hez hasonléan csak a Kin-CMV esetében taldlhat¢ itt aszparagin, viszont ennek az
izolatumnak a részletes patoldgiai jellemzése nem tortént meg. A kopenyfehérje
ezen aminosav pozicidjanak patolégiai jelent6ségérdl kordbban nem jelentek meg
adatok. Ez az aminosav pozici6 is a 129-es aminosavhoz hasonléan a
viruspartikulum feliiletén helyezkedik el, a kopenyfehérje PH-PI hurok régidjaban.
Egyrészt nem kizarhat6, hogy a 193-as aminosv kozvetlen kapcsolatba lépjen
valamelyik novényi fehérjével, de ennél valdszintibb, hogy a torpiiléses tiinet
kialakitasaban a 193-as poziciét kozvetlen megel6zve a 189-192 aminosavig terjed6
szekvenciarészen (SKDD) azonositott kindz II (CK II) foszforilacios helynek van
kulcsszerepe. A 193-as aminosav toltése (aszparagin: poldris, de toltéssel nem
rendelkezé aminosav, lizin: bazikus, pozitiv toltésti oldallanc) befolyasolhatja a
kinaz kot6dését a kopenyfehérje feliiletén. A jelenlegi kisérleti adatok birtokaban a
CP foszforil4cidjanak szerepét csak valdszintisiteni tudjuk, ennek bizonyitdsahoz
tovabbi kisérletek sziikségesek. Mindenesetre altaldnosan jellemz6, hogy a
fehérjék kiilonboz6é foszforilaltsagi allapotban kiilonb6z6 biokémiai utakat
indukalhatnak. Még egy, szintén a II. alcsoportba tartoz6 CMV izolatum ismert,
mely N. glutinosa tesztnovényen torpiilést indukél, a Q-CMV. Ebben az esetben
azonban bizonyitottdk, hogy a fenotipus a 2b géntdl fiigg (Ding és mtsai., 1995b).
A Q-CMV egyébként a Trk7-CMV-hez hasonléan lizint tartalmaz a CP 193.
indukélhatnak hasonl¢ tiineteket egy adott gazdanovényen.

A tunetek kialakitasdban a virusfehérjék mellett szamos novényi
tehérje/gén is szerepet jatszik (Goodman és mtsai., 1986; Matthews, 1991). Az R-
CMV altal N. glutinosan okozott torpiilés gazda-specifikus jellege lehet6séget
kinalhat arra is, hogy a N. glutinosa illetve N. tabacum keresztezései segitségével
térképezziitk a fenotipus kialakitdsaban résztvevd géneket. Ilyen jellegti
vizsgalatokat melyben CMV iltal indukalt tiinetekért felel6s géneket keresték, két
esetben végeztek. Az egyik munkédban bizonyitottdk, hogy a sulyos klorotikus

tinetek kialakulasaért az Y-CMV CP-je illetve két recessziv gazdandvény gén
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kombinacidja a felel6s, melyeket az yb gének kornyezetére térképeztek N. tabacum
,Ky57” fajtdban (Takahashi és Ehara, 1993). A masik munkadban a CMV
lokalizacidjaért felel6s domindns Cry gént azonositottdk tehénborséban (Nasu és
mtsai., 1996).

A cucumovirusok esetében a CP-nek kittintetett szerepe van a virus hosszu
tdva mozgasdban is, hiszen a virusfert6zésnek ez a lépése viruspartikulum
formajaban torténik (Kaplan és mtsai., 1998, Schmitz és Rao, 1998). Ugyanakkor
gyakran a novényi virusok hosszti tavii mozgasanak hidnya okozza a virus
szisztemikus terjedésének hidnyat, igy az adott gazdanévény megmenekiilhet a
betegségtiinetektsl és komolyabb gazdasagi karok sem keletkeznek. Az uborka
termesztésében a CMV mar hosszu ideje komoly karokat okoz, mig az altalunk
hasznalt P-TAV csak lokalisan fert6zi. Eppen ezért vet6dott fel annak a kérdésnek
a vizsgalata, hogy a hasonl6 szerkezet(i CP alegységekkel és viruspartikulumokkal
rendelkez6 virusok (Lucas és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2000) hosszt tava
mozgasa miért kiilonbozik. A két virus o©t, a viruspartikulum felszinén
lokalizal6d6 hurkainak cseréjével els¢ 1épésként sikeriilt a BB-BC hurok régiora
lokalizélnunk egy, a hosszt tdvi mozgésban kulcsszerepet bet6lt6 részt. Amikor a
TAV CP-nek ezt a régidjat épitettitk be a CMV CP-be, akkor a rekombindns csak a
két virus kozos gazdanovényén okozott szisztemikus tiineteket, mig az uborkan
csak lokélis 1éziokat indukélt. Az 6sszes tobbi hurok régié cseréje nem okozta a
szisztemikus terjedés megsztinését, bar a PE-aEF hurok csere hatasdra a virus
szisztemikus terjedése lassabb lett a CMV-hez képest, a virus két nappal kés6bb
jelent meg a csucsi levelekben, valamint a tiinetek is halvanyabbak voltak. Ebben a
hurok régioban taldlhat6 a 129-es aminosav is, melyrél mar korabban leirtdk, hogy
megvaltoztatdsa a vad tipust virusénal gyengébb tlineteket indukalhat
(Mochizuki és mtsai., 2011). Ez a tlinettani valtozas lehetséges, hogy a felszini
hurok régiok flexibilitdsanak valtozasaval magyarazhat6, hiszen a CMV BE-aEF
hurok régidja flexibilisebb mint a TAV megfelel6 régidja (Gellért és Balazs, 2010).
Kordbban Thompson és munkatérsai (2006) ,,alanin scanning” mutagenezissel az
ot felszini hurok régi6 koziil harmat vizsgaltak. APD -pE, PH-PI és a BB-PC hurok

régiok szerepét is bizonyitottak a virus hossza tdvi mozgésaban az Fny-CMV /tok
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virus-gazdanovény rendszerben. Kisérleteik soran tobb esetben a megvéltoztatott
nukleinsav sorrend helyett az eredeti allt helyre mutédciékkal, ellentétben a mi
kisérleteinkkel, amelyek soran a beépitett mutaciok stabilak voltak. Kisérleteink
alapjan elmondhatjuk, hogy a CMV és a TAV felszini kopenyfehérje hurkai koziil
a PB-BC hurok dont6 befolyast gyakorol a virus szisztemikus terjedésére. Ebben a
hurok régiéban 6t aminosav eltérés van a CMV és a TAV CP kozott. Ezeket a
tovabbiakban egyenként, illetve kettesével és hdrmasaval vizsgaltuk. Nicotiana
clevelandii tesztnovényen mindegyik mutacié stabil volt, és a legtobb esetben a
tinetek megegyeztek az R-CMV tiineteivel, azonban az R3E79R mutans sokkal
erésebb tiineteket indukalt mint a sztiléi virus, er6s mozaik tiinetek utan torpiilés,
majd cstcsnekrézis alakult ki. Ez a megfigyelés teljesen 6j volt, korabban CMV
izolatumok esetén ennek az aminosavnak patolégiai szerepét még nem irtak le. A
mutadns virusok szisztemikus terjedését uborka novényen vizsgélva
megallapitottuk, hogy két mutins (R3 E79R, R3PEI-78-80TRT) szisztemikus
terjedése gatolt. A 79 aminosav pozicidba egy negativ toltésti aminosav helyére
egy pozitiv toltésti keriilt, ami alapvetéen megvaltoztatta a fehérjefelszin
elektrosztatikus potencialjat. Ez a toltésvéltozas fehérjék kozotti kolcsonhatdsokra
dont6 befolyassal lehet, példaul a P48-szerti floém fehérjékkel kialakul6
kolcsonhatds kialakuldsara, ami feltétele a cucumovirusok hosszii tava
mozgasanak (Requena és mtsai., 2006). Kordbban ezt a régiot is vizsgéltak alanin-
scanning mutagenezissel, de nem talaltak kulcsfontossdgiinak a CMV mozgésaban
tok novény esetén. A 79. pozici6 véltoztatasival egyaltaldn nem, mig a 78-as és 80-
as pozicioba alanint épitve némileg csokkent a virus szisztemikus terjedésének
hatékonysdga (Thompson és mtsai., 2006). Kisérleti eredményeiket megerdsitik a
mi eredményeink is, hiszen az R3I79A mutans szisztemikus terjedése uborka
novényen is j6l miikodott, azonban mds aminosavak beépitése drasztikus
valtozast idézett el6. Ilyen valtozas volt a tiinetek er6sodése N. clevelandii
novényen az arginin beépitésének hatasdra, valamint ugyanennél a mutansnél a
szisztemikus terjedés hidnya uborka novényen. Erdekes, hogy minden II.
alcsoportba tartoz6 izolatumnal ebben a poziciéban glutaminsav talalhat6, mig az

I. alcsoport izoldtumaindl mindig lizin, egy pozitiv toltésti aminosav. Raadédsul az
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I. alcsoport izoldtumai 4ltalaban hatékonyabban fert6zik az uborkat, erés torptilést
és mozaikossagot okozva. Igy snmagaban a pozitiv toltésti oldallanc megjelenése
nem indokolja a tiinetek, illetve a hosszti tavii mozgas jellemz&inek valtozasat.
Val6szintileg az aminosav valtozds hatasat egy tdgabb kornyezetben, a hurok
régiok flexibilitasdnak, illetve a teljes fehérjefelszin elektrosztatikus
potencidlvéltozdsanak figyelembevételével kell értelmezniink, valamint a
jelenségek teljes megértéséhez sziikséges a novényben kolcsonhatdsba 1ép6
fehérjék pontos azonositdsa. Mivel a CP 78-80 aminosavainak kulcsszerepét
bizonyitottdk a kisérleteink a cucumovirusok szisztemikus terjedésében,
kovetkezd lépésben a TAV CP ezen régidjat helyettesitettik a CMV megftelel6
régidjaval (pT3TRT78-80PEI), illetve a mutans kdpenyfehérjét a CMV MP mellé is
beépitettiik (pRT3TRT78-80PEI). Bar N. clevelandii novényeken a CMV RNS1 és 2
jelenlétében mindkét mutans fert6z6képesnek bizonyult, az uborka novényeken
mindegyik csak lokalis fert6zést indukalt. Kordbban Llamas és munkatarsai (2006)
az Fny-CMV egy hosszabb régidjat (aa 60-148, ami tartalmazta a PB-BC, PD-BE és
a BE-aEF hurok régidkat) is beépitették a TAV CP-be, azonban ez sem volt elég a
rekombinans virus hosszt tdvi mozgéasahoz uborka névényben. Ebben az esetben
az aminosav sorrendben egymds utdn kovetkez6é hurkok a fehérje felszin nem
szomszédos részen helyezkednek el (Smith és mtsai., 2000), igy valdszintileg
funkcionalis egységet sem alkothatnak. Mindenesetre az Aaltalunk vizsgalt
aminosav triddnak kulcsszerepe van a cucumovirusok szisztemikus terjedésében,
de oOnmagukban nem elegend6k a hosszi tavi mozgds gazdanovény
specifitisdnak meghatarozasdhoz.

A virusfert6zés soran egy-egy patologiai jellemz6 gyakran csak egy
virusfehérjéhez, és annak is jol kortilhatarolhaté részéhez kothets, azonban a
virusfert6zés folyamatanak legtobb szakaszdhoz a kiilonboz6 virusfehérjék
Osszehangolt mitikodése és kolcsonhatdsa sziikséges. A legrégebben leirt ilyen
jellegi kolcsonhatas a replikdz komplex alkotérészei kozott ismert. A
virusfehérjék koziil az 1a fehérje karboxi-termindlis része 1ép kolcsonhatasba a 2a
fehérje 126 aminosav hosszisagt amino-termindlis régidjaval, de ennek a

kolcsonhatasnak a kialakuldsat a 2a fehérje foszforilaciéja gatolhatja (Kim és
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mtsai., 2002; Suzuki és mtsai., 2003). A kiilonbozé genomi RNS-ek az egy
virusfajhoz tartoz6 virusok esetében szabadon kicserélhet6k, igy reasszortins
virusok alakulnak ki. Azonban a kiilonb6z6 cucumovirusok kozott csak az RNS3
cserélhet6 ki szabadon, az RNS1 és 2 viszont nem (Rao és Francki, 1981) a két
tehérje kompatibilitdsanak a hianya miatt (Suzuki és mtsai, 2003). Ugyancsak
kozvetlen kolcsonhatast mutattak ki a 2a fehérje és a MP kozott, amiben a 2a
fehérje amino-termindlis 21 aminosava és a GDD motivum vesz részt, masrészt
pedig a MP N-terminalis 20 aminosava kell a kapcsolat kialakuldsahoz (Hwang és
mtsai., 2005, 2007). Ez a kolcsonhatads feltehetSleg rugalmasabb az la-2a
kolecsonhatasnal, vagy konzervéltabb fehérjerégiot érint, hiszen reasszortansok
kialakuldsat nem akadélyozza. Kordbbi munkank sordn megallapitottuk, hogy a
CMV és a TAV kozott az RNS3-on koédolédé két fehérje sem cserélhets ki
szabadon. Mig a CMV mozgasi fehérjéje mind a CMV mind a TAV CP-vel
életképes virust alakit ki, addig a TAV MP csak a TAV eredetti CP-vel képes
egylittmtikodni. Az a rekombinans, mely a TAV MP mellett a CMV CP-t
tartalmazza protoplaszt rendszerben replikalodik, de novények inokulalasa sorédn
mar a szomszédos sejtekbe sem képes atjutni (Salanki és mtsai., 1997). Ezeknek az
eredményeknek a tiikrében vet6dott fel az, hogy ennek a két fehérjének a
kompatibilitasa is sziikséges lehet a cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedéséhez. A
CMV és a TAV RNS3 fert6z6képes klonjait hasznalva a rekombinans virusok utan
rekombinans MP-t illetve CP-t hordoz6 virusokat készitettiink. Egyrészt sikertilt a
MP karboxi-terminalis 29/30 (CMV/TAV) aminosavara lokalizdlnunk a CP
specifitasért felel6s régiot, masrészt a CP 149 karboxi-termindlis része sziikséges a
megfelel6 kolcsonhatasok kialakitdsahoz a MP-nel, igy a virus sejtrél-sejtre
terjedéséhez. A CMV MP-rél korabban bizonyitottdk, hogy a karboxi-terminalis 33
aminosava a ttinetek megvaltozasa nélkiil eltdvolithato, és ilyen formajaban még
egy masik viruscsoportba tartozé virus, a rozsnok mozaik virus (Brome mosaic
virus, BMV) sejtré-sejtre terjedését is képes segiteni (Nagano és mtsai., 1997). fgy
nem megleps, hogy ez a fehérjerész az, amelyik a virusspecifitast biztositja.
Mindenesetre érdekes, hogy a szélesebb gazdanovénykorrel rendelkezd,

jelent6sebb gazdasagi karokat okozé virus, a CMV MP-je rugalmasabb, mindkét
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virus CP-jével egyiitt tud mtikodni, mig a TAV MP eredeti formédjaban csak a sajat
CP-jének jelenlétében képes a sejtrél-sejtre terjedést biztositani. A MP kicserélt 29
aminosavnyi szakaszdban semmilyen, kozvetleniil a mozgasi funkciéhoz
kapcsol6dé domént (pl. RNS kot6 rész, plazmodezmatdhoz kapcsolddésért felel6s
domén) nem azonositottak, azonban a deléciés mutans MP a vad tipusnal er6sebb
RNS kot6 aktivitassal rendelkezik (Li és mitsai.,, 2001). A CP rekombinansok
elkészitéséhez a CP-k aminosav homolégia viszonyait vettiik alapul, és bar egy
homolog régidba keriilt a rekombinacios pont, el6szor csak az egyik kopenyfehérje
rekombinans volt fert6z6képes (az, amelyik a TAV amino-termindlis része mellett
a CMV karboxi-termindlis részét hordozta). A sziiléi és a rekombinans virusokat
vizsgalva a lokalis fehérje felszinek elektrosztatikus sajatsagainak megvaltozasat
tapasztaltuk a nem mtikod6 rekombinans esetén, amit két pontmutéacioval (62K,
65R) sikertilt korrigalnunk. Valészintileg a virusfert6zés folyaman elektrosztatikus
komplementaritas (Naray-Szabo, 1993) sziikséges a CP és egyes novényi illetve
virusfehérjék kozott a megfelel6 kolcsonhatasok kialakuldsdhoz. Jelenleg még
nincsenek adatok arra vonatkozéan, hogy ez a régié milyen kozvetlen
kolesonhatasban vesz részt, de kisérleteink alapjan megallapithatjuk, hogy a
tehérje felszin toltéseloszlasdnak fontos szerepe van a virus sejtrél-sejtre
terjedésében a vizsgalt gazdandvényeken. A modositast kovetden mindkét tipusu
rekombinans kopenyfehérjébdl rendelkezésiinkre allt olyan konstrukcié, mely a
CMV MP jelenlétében fert6z6képes volt. A TAV MP jelenlétében azonban csak az
a CP fert6zott aminek amino-terminélis része a CMV-bd6l, karboxi-termindlis része
pedig a TAV-bol szarmazott. A CMV-bdl szarmazoé régioban talalhaték a virus
becsomagolédasahoz sziikséges szekvenciaelemek az elsé 19 aminosavnyi részen
(Schmitz és Rao, 1998), illetve a 15-40 aminosavig terjed6 szakaszon (Kaplan és
mtsai., 1998). A TAV-bél szarmazé rész hordozza a patologiai szempontbdl fontos
determinansokat, igy a 129-es és 193-as aminosavakat (Suzuki és mtsai., 1995;
Shintaku és mtsai., 1992; Perry és mtsai., 1994, 1998; Mochizuki és mtsai., 2011),
valamint a felszini CP hurkok is mind ehhez a részhez kothet6k. Mivel a TAV és a
CMV CP aminosav sorrendje igen eltérd, a 3D szerkezet hasonlésaga ellenére igen

nehéz tovabbi életképes rekombinans kopenyfehérjéket késziteni. Osszességében
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elmondhatjuk, hogy a cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedéséhez a MP karboxi-
terminalis 29/30 aminosavanak kompatibilitdsa sziikséges a CP karboxi-terminalis
2/3-aval.

Mint az el6z6ekben bemutattuk, a cucumovirusok sejtré-sejtre terjedéséhez
szitkkség van a MP és a CP jelenlétére, rdadasul ennek a két fehérjének a
kompatibilitasa is sziikséges. Felvet6dott az a kérdés, hogy mds viruscsoportba
tartoz6 virus mozgasi fehérjéje képes-e helyettesiteni a CMV MP-jét, és ha igen,
ennek milyen hatdsa lehet a virus fert6zéképességére, gazdanovénykorére és
tiineteire. Valasztasunk a CymRSV MP-re esett, aminek mozgéasi fehérjéje szintén a
30K-tipustu fehérjékhez tartozik, de a virus kopenyfehérjéje nélkiil is képes a
sejtrol-sejtre terjedést tamogatni, s6t egyes Nicotiana fajokban a CP jelenléte nélkiil
még a hosszti tdva mozgadsa is megtorténik (Dalmay és mtsai, 1993). A
rekombindns  virus  életképesnek  bizonyult, egyes gazdanovényeket
szisztemikusan, mig masokat csak lokéalisan fert6zott. Mas virustaxonémiai
csoportok kozott is sikertilt mar virusok roved tava transzport funkcioit
komplementélni (Ziegler-Graff és mtsai., 1991; Taliansky és mtsai., 1995). Rdadasul
a voroshere nekrotikus virus (Red clover necrotic virus, RCNV) MP expresszalo
novényekben el tudott terjedni egy rovar virus, a Flock house virus, ami képes volt
novényi sejtekben is replikalédni (Dasgupta és mtsai., 2001). Gyakran a
fert6z6képes kiméra virusok csak a sejtrél-sejtre terjedés képességiiket 6rzik meg,
gyakran nem fert6zik szisztemikusan a sziil6i virusok gazdandvényeit (Solovyev
és mtsai, 1996). A CMVcymMP virus igen virulensnek tekinthets, hiszen
hatékonyan mozog mind sejtrél-sejtre, mind pedig szisztemikusan. Ehhez
valoszintileg egyrészt a CymRSV MP jellege jarulhat hozza, ami genetikai hattért6l
tiiggetlentil képes a novényi virusok transzportjat el6segiteni, valamint kicsi
mérete, esetleg mésodlagos szerkezete is kedvezé lehet. Masrészt a CMV Kkicsi,
osztott genomja megfelel6 recipiensnek bizonyult. A novényi virusoknal a
megjelené tiinetek tipusa a kiilonb6z6 novényi illetve virus eredetli fehérjék,
illetve az RNS-ek kolcsonhatasanak az eredménye. A virusok MP-je a mozgéasban
valé részvétel mellett jelent6sen befolyadsolja a tiinetek kialakuldsat mind a

cucumovirusokndl, mind a tombusvirusoknal (Carrére és mtsai., 1999; Chu és
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mtsai., 1999). Azoknél a gazdanovényeknél ahol mindkét sziil6i virus lokélis 1ézi6t
indukal (C. quinoa, C. foetidum, C. murale) a hibrid virus is lokalis 1ézi6t okozott,
aminek fenotipusa a CymRSV tiineteire emlékeztetett. Ez az eredmény
alatdmasztja a korabbi, mas virusoknal tortént megfigyeléseket, miszerint a lokalis
1ézi6 jellegében meghatarozé szerepe a MP-nek van (Nejidat és mtsai.,, 1991;
Solovyev és mtsai., 1996). Azokndl a gazdandvényeknél, amelyeket mindkét sziil6i
virus szisztemikusan fert6z, a hibrid virus is szisztemikus tiineteket alakitott ki, de
a ttinetek tipusa egyik sziil6i viruséval sem egyezett meg. Ez érthet6 is, hiszen a
MP més genetikai 4lloményba keriilt, egy Gj genomkombinacié jott létre. A
legérdekesebb azoknak a novényeknek a csoportja volt, ahol az egyik sziil6i virus
csak lokélis, mig a mésik szisztemikus fert6zést indukal. Ezek koziil ketténél (N.
tabacum cv. Xanthi, N. debney) szisztemikus virusfert6zést figyeltiink meg, mig a N.
glutinosa novénynél csak lokalis fert6zés alakult ki. Ezek a fert6zések arra utalnak,
hogy a kiilonb6z6 gazdandvényeken a CymRSV mas-mas génje a hiperszenzitiv
valaszreakci6 elicitora. Mig a N. glutinosa novénynél az elicitor funkciét a MP
onmagaban betolti, addig az N. tabacum cv. Xanthi-nc esetén masik CymRSV gén
szerepel elicitorként. Eredményeink Scholthof és mtsai (1995) eredményeivel
vonhaté parhuzamba, aki burgonya x virus (Potato virus x, PVX) virusvektort
hasznalva megallapitotta, hogy a paradicsom bokros torpiilés virus (Tomato bushy
stunt virus, TBSV) altal indukalt hiperszenzitiv reakciét N. glutinosa névényeken a
MP indukalja, mig N. tabacum cv. Xanthi-nc novényeken a p19 fehérje az elicitor.
Az eredményeink ebben az esetben is a virus-gazdandvény rendszer
komplexitasdt bizonyitjdk, tehat a rendszer egy-egy OsszetevGjének
megvaltoztatdsa (legyen az a gazdanovény vagy a virusfehérje) alapvetSen
befolyésolja a fert6zés lefolyasat.

A novényi virusok genomja folyamatosan valtozik, igy biztositva az
alkalmazkodéds és megujulas lehet6ségét. A véltozékonysag f6 formaja a
rekombinécié illetve az RNS replikaci6 soran bekovetkezd mutaciok. A
cucumovirusok koziil a PSV az, amelyiknek véltozékonysdga és az izolatumok
rokonsagi viszonyai legkevésbé ismertek. Az 1980-as években szeroldgiai

moédszerekkel vizsgalt izolatumok és napjaink nukleinsav alaptt besoroldsa kozt
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még mindig nem teljes az egyezés. Xu és mtsai. (1986) szeroldgiai vizsgalatok
alapjan négy szerotipust azonositottak az USA-ban, mig Richter és mtsai. (1987) az
eurdpai izoldtumokat hat szerolégiai csoportba soroltdk, rdadasul a fehérakacrol
szarmaz6 izolatumot ©ndllé virusként (Robinia mosaic virus) tartottdk szamon
(Schmelzer, 1971; Richter és mtsai., 1979). Sajndlatos médon ezen munkak soran
feldolgozott izolatumok elvesztek, igy tovabbi, nukleinsav alapt besorolasuk nem
lehetséges. A nukleinsav alapt azonositds soran munkdnkat megel6zéen a PSV
izoldtumokat harom alcsoportba soroltak (Naidu és mtsai., 1995; Hu és mtsai.,
1997, 1998; Yan és mtsai., 2005). Munkank soran izolélt Rp-PSV teljes nukleinsav
sorrendjét meghataroztuk és megallapitottuk, hogy mérete és génjeinek
elhelyezkedése megegyezik a cucumovirusokra jellemz6 adatokkal és a
cucumovirusokra jellemzé 6sszes szekvencia motivum is azonosithaté volt. Az 1a
fehérje N-termindlis részén megtalalhat6 a metiltranszferdz doménekre jellemz6
H....DxxR...Y motivum, aminek a genomi és szubgenomi RNS-ek CAP
struktardjanak kialakitdsaban van jelent6s szerepe. Szintén jelen van az a prolin
gazdag rész, amely az la fehérje metiltranszferaz és helikdaz doménjét valasztja el
azonositottuk a GDD motivumot, amely rész az RNS fiigg6 RNS polimerazok
Mg?* kotésében meghatdrozo (Argos, 1988). A 2b fehérjében jelen van a bazikus
aminosavakban gazdag sejtmagi lokalizacids szignal (Lucy és mtsai., 2000). A 3a
fehérjében megfigyelheté a ,30K” mozgasi fehérje szupercsaladra jellemzé 33
aminosav hosszisdgu erésen konzervélt régié (Mushegian és Koonin, 1993).
Mindhdrom genomi RNS 5 nem kodol6 részén jelen van az a 40 nukleotid
hossztisdgt konzervalt régid, amely a virusreplikdciéban jatszik meghatdrozo
szerepet (McGarvey és mtsai., 1995; Boccard és Baulcombe, 1993). Az Rp-PSV
RNS-einek teljes nukleinsav sorrendje a kiilonb6zé alcsoportokbdl szdrmazé PSV
izolatumok nukleinsav sorrendjével 77,6-84,2 % azonossdgot mutatott. Ezen
értékek alapjan és az ICTV cucumovirusokra ajanlott kritériumai alapjan
(Roosinck és mtsai., 2006) az akacrdl izolalt Rp-PSV egyértelmtien a Peanut stunt
virus fajhoz tartoz6 izolatum. Egy alcsoportba azon izolatumok sorolhatok, melyek

nukleinsav sorrend azonossaga 90 %-nal nagyobb, mig a fajon beliil, alcsoportok
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kozott az elvart érték 70-80 % kozotti (Hajimorad és mtsai., 1999). Az Rp-PSV
nukleinsav sorrendje alapjan hatarozottan elkiilontil a kordbban leirt
izolatumoktdl, igy mindenképpen indokolt a IV. PSV alcsoport bevezetése, és
ebben az alcsoportban az Rp-PSV tekintheté az alcsoportra jellemzé tipus-
izolatumnak. Korabban akacrol szarmazo PSV izolatumokat szerolégiai jellemz8k
és hibridizaciés eredmények alapjan probaltak a leirt PSV alcsoportokba besorolni,
de tgy taldltdk, hogy mind az I. mind a II. alcsoporttél egyforma tavolsdgra
helyezkedik el (Militao és mtsai., 1998). Az Rp-PSV teljes nukleinsav sorrendjének
birtokaban ezek a korabbi eredmények teljesen érthetévé valtak, hiszen homolégia
viszonyok alapjan mindkét izolatumtdl tavol helyezkedik el. Az RNS3 részletes
nukleinsav sorrend analizise bizonyitotta, hogy a PSV izoldtumok evolacidjaban a
rekombindci6 fontos szerepet jatszott. Az egyik rekombinaciés pontot az RNS3-on
lokalizal6dé két gén kozott, az intergénikus szakaszban taldltuk, mig a maésik a
CP-ben, 47 nukleotiddal a stop kodon el6tt helyezkedik el, igy a rekombinacié
soran majdnem a teljes CP cseréjére sor kertilt. Az RNS3-ban TAV és CMV, illetve
kiilonboz6 alcsoportokhoz tartozé CMV kevert fert6zések esetén tiveghdzi
kortlmények kozott azonositottak rekombinacios pontokat. Ezekben az esetekben
a rekombindciés pontok egyenletesen oszlottak el az RNS3-on, megtaldlhatok
voltak mindkét fehérjét kédol6 részeken illetve az intergénikus szakaszokon is,
azonban ezeknek a rekombinadnsoknak az életképessége rosszabb volt a sziil6i
virusokéndl (de Wispelaere és mtsai., 2005; Pierrugues és mtsai., 2007). Bonnet és
mtsai. (2005) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy egész virusfehérjék cseréje
rekombindciéval a virusevolacié sordn mindig kedvez6ébb, mint a rekombindns
tehérjék létrejotte. A rekombindcié szerepét a cucumovirusok evoldcidjaban régota
vizsgaljak és természetes kornyezetiinkbdl szdrmazoé izolatumok esetén eddig az
IA és IB izolatumok esetén ,ribonukledz protection assay” moddszerrel
azonositottak rekombindnsokat. Sajnos ezeknek a rekombindnsoknak a pontos
nukleinsav sorrendje nem ismert, igy a rekombindciés pont sem keriilt
azonositasra (Bonnet és mtsai., 2005; Escriu és mtsai., 2007). A kordbbi munkék azt
tdmasztottdk ald, hogy az osztott genom szegmenseinek cseréje illetve a

rekombindacié hatasara is csokken a virus ,fitnesz”, éppen ezért a szelekcié ezek
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ellen a folyamatok ellen dolgozik, és igy a hibrid genotipusok elttinnek a virus
populaciébol (Bonnet és mtsai., 2005; Pierrugues és mtsai., 2007). Néhany esetben
azonban a rekombinaciénak szelekcids elénye lehet, és ilyen esetekben vélhatnak
dominanssa a viruspopuldciéban a rekombindnsok. Erre lehet példa egy
Alstromeria-r6l izoldlt CMV (Chen és mtsai., 2002). Az Rp-PSV kopenyfehérjéje
legnagyobb része a III. alcsoportba tartoz6 Mi-PSV-vel mutatja a legmagasabb
homolégiat, mig az RNS3 tobbi régidja a II. alcsoportba tartozé W-PSV-re hasonlit
jobban. Hogy ennek a rekombindnsnak a keletkezése mikor tortént, illetve
jelentett-e valamilyen elényt specidlis (pl. az akac) gazdanovények fert6zése sordn
jelenleg nem ismert. Az Rp-PSV jellemzése felvetette azt a kérdést, hogy egyedi,
kilonleges izolatumot talaltunk, vagy a Pannon ¢korégioban ez egy elterjedt,
jellemz6 izolatum. Kordbban hazankban egy voros herérél gytjtott PSV-Tp
izolatum részletes szeroldgiai és gazdanovénykor vizsgélata sordn bizonyitotték,
hogy az akkor ismert egyik alcsoportba sem sorolhaté (Beczner és Devergne,
1979). Sajnos ez az izoldtum is elveszett, igy ennek molekuldris jellemzését nem
tudtuk elvégezni. Fehér akac novényekrdl tovabbi kilenc izolatumot gyfjtottink,
és ezek részleges molekularis jellemzését végeztiik el. Mindegyik esetben az RNS3
olyan részleges cDNS klonjait allitottuk el§, melyek mindkét rekombinacids
pontot tartalmaztdk. A nukleinsav sorrend meghatarozas és részletes szekvencia
analizis bizonyitotta, hogy a Pannon okorégi6 teriiletén a rekombinans PSV
izolatumok fordulnak els, amelyek mintegy 96,3-98 % homolégiat mutatnak
nukleinsav szinten, ami joval meghaladja az egy alcsoportba sorolashoz sziikséges
90%-o0s értéket. A legnagyobb kiilonbséget egy Mez6csaton gyfijtott PSV izolatum
esetén talaltuk, ahol az RNS3 3° nem kodolé régidjadban egy 196 nukleotid
hossztisaga duplikaciét talaltunk. Ilyen jellegti duplikacié a PSV esetében eddig
nem volt ismert, azonban TAV izolatumok esetén mar megfigyelték (Palukaitis és
Garcia-Arenal, 2003). Ezek alapjan a Pannon 6korégiébol szarmazoé 9 izolatum az
Rp-PSV-vel szoros kapcsolatban &ll, mindegyik a IV. alcsoportba tartozo
izolatumnak  tekinthet6. A  fehérakacrél szarmazé PSV  izolatumok
gazdanovénykorét és tiinettipusait vizsgdlva lényeges kiilonbségeket nem

taldltunk. A tobbi alcsoporthoz képes lényeges eltérést Chenopodium amaranticolor
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novényeknél talaltunk. Ezen a gazdanovényen az Rp-PSV szisztemikus fert6zést,
mozaik ttineteket és erds levéldeformdciét okoz, mig a III. alcsoportba tartozo
izolatumok ugyan szisztemikusan fert6zik a Ch. amaranticolort, de a csucsi
leveleken csak mozaik ttinetek alakulnak ki levéldeformacié nélkil (Xu és mtsai.,
1998). Tobb, patologiailag jellemzett PSV izolatumrdl ismert, hogy a Ch.
amaranticolor-t csak lokdlisan fert6zi (Mink és mtsai., 1969; Beczner és Devergne,
1979). Az Rp-PSV izolatumok szisztemikus terjedésében Nicotiana glutinosa
novényeken talaltunk egyediil kiilonbséget. Mig az izoldtumok egy része
szisztemikusan fert6zte ezt a gazdanovényt, tobb izoldtum csak lokalis fert6zést
okozott. Eddig a cucumovirusokndl a szisztemikus terjedésben els6dleges szerepet
a kopenyfehérjének tulajdonitottak (Taliansky és Garcia-Arenal, 1995; Saldnki és
mtsai., 1997), valamint a 2b fehérje szerepét bizonyitottak még (Du és mtsai., 2008).
Ebben az esetben feltehet6leg nem a kopenyfehérjékben van a donté kiilonbség,
mivel nukleinsav illetve aminosav sorrendjeik meghatarozasa soran nem talaltunk
olyan eltérést mely konzekvensen lenne jelen a lokalisan fert6z6 illetve
szisztemikus izolatumokban. Igy valészintileg a 2b fehérjében kell keresniink a N.
glutinosa novény fertézése soran megfigyelt kiilonbség genetikai héatterét.
Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a Pannon okorégié teriiletén azonositott
PSV izolatumok egy egységes és jol elkiilonithetd csoportot, a PSV IV. alcsoportjat
alkotjdk és az alcsoport kialakulasdban RNS rekombinaciénak is szerepe volt.
Tovabbra is kérdéses, hogy ez az izolatum a természetben az akacon kiviil més
gazdanovényen is el6fordul-e, valamint, hogy Eurépaban illetve mas
kontinenseken akdc névényeken milyen PSV izolatumok fordulnak el6.

Eddigi munkdink mind a cucumovirusok RNS3-hoz kothet6k, azonban a
patologiai jellemz6k kialakitasdban az RNS1 és 2 altal kodolt fehérjék is részt
vesznek. Erre példa az Ns-CMV vizsgalata, ahol egy kiilonleges fenotipus
kialakitasdban az 1a fehérje 461-es aminosava bizonyult kulcsfontossagtunak. Ez a
megfigyelésiink megfelel Lakshman és Gonsalves (1985) eredményeinek, akik az
N-CMV  torzs nekrotikus tiineteinek kialakulasédért szintén ezt a genomi
szegmenst tették felel6ssé. Kisérleteikhez még nem allt rendelkezésre bioldgiailag

aktiv transzkriptum, ezért a reasszortdns virusok el6allitdsahoz a sziil6i virusok
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genomi RNS-eit gélbdl izolaltdk. A CMV 1la fehérje szerepérdl a tiinetek
modositasdban kevés adat all rendelkezésiinkre, azonban erre mégsem a
nekrotikus izoldtum az egyetlen példa. A , Black Beauty” cukkini fajtan (Cucurbita
pepo convar. giromontia cv. Black Beauty) az I. alcsoportba tartoz6 CMV
izolatumok felhasznédlasdval (Fny-CMV, Sny-CMV) bizonyitottdk, hogy az la
fehérjének a tlinetek sulyossdganak és a hosszt tdva mozgéds sebességének
meghatarozdsaban dont6 szerepe van, mikdzben a két izolatum replikacidjanak
hatékonysaga megegyezik (Roossinck és Palukaitis, 1990; Gal-On és mtsai, 1994).
A CMV 1a funkcitit és szerkezetét illetéen nagyon kevés kozvetlen
irodalmi adat all rendelkezésiinkre, viszont a szintén Bromoviridae csaladba tartozé
csak 55%-0s homoldgidt mutat, szerkezeti elemeik megfeleltethet6k egymasnak
(O'Reilly és mtsai, 1998). Funkciondlis vizsgalatok alapjan a 461. aminosav az la
N-termindlis felén elhelyezked6 metiltranszferaz domén része (Kong és mitsai,
1999; O’'Reilly és mtsai, 1998). Enzimatikus aktivitasan kiviil e doménen keresztiil
val6sul meg az la-1a fehérje dimerizacid, melyrol azt feltételezik, hogy a replikaz
komplex kialakuldsanak els6 lépése, és igy elengedhetetlen a virus miikodéséhez
(O'Reilly és mtsai, 1998). Az 1la fehérje masodlagos szerkezetének modellezése
alapjan a 461. aminosav egy amfipatikus a-hélix részét képezi, amely fontos
szerepet jatszhat az 1a fehérje stabilizdldsaban (O’Reilly és mtsai, 1998). Ha a CMV
la fehérjében is azonositott C-termindlis helikdz domén globularis szerkezete
megbomlik (O'Reilly és mtsai, 1995), akkor a replikdz komplex létrejottéhez
sziikséges 1a-2a kolcsonhatas is lehetetlenné valik (Kim és mtsai, 2002). A BMV 1la
fehérje féleg a 367-480. aminosavak kozotti szakasz segitségével kotodik
membrénhoz (den Boon és mtsai, 2001) ami szerkezeti elemeit tekintve megfelel a
CMV 397-496. aminosavak kozti régisjanak. Erdekes médon a membrankotédésért
felel6s fehérjerészlet nagymértékben atfed az la globalis stabilitasat befolyéasol6 a-
hélixszel (O’Reilly és mtsai, 1998). Ez az egybeesés azt a lehet&séget is felveti, hogy
a 461. aminosav kornyezete mind a konformacié stabilizdldsaban, mind a
replikacio alapfeltételét jelent6 membranasszocidcioban is kulcsszerepet jatszhat.

Az altalunk vizsgalt mutdnsok koziil harom esetben bizonyitottuk az 1la fehérje
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alapvet6 funkcidjanak, a replikacionak a gatlasat. A C461P mutans esetén az
amfipatikus a-hélix szerkezet alapvet6en megvaltozott, a prolin beépitése torést
okozott ebben a régioban, aminek kovetkezménye a teljes fehérjeszerkezet
véltozasa lehet. A C461E mutansndl alapvet6 elektrosztatikus potencialvaltozas
tortént, ami a hélix alapvetd szerkezetét nem befolyasolta, és a hidrofob rész
toltéseloszlasa, ami feltehetéen a membranhoz kapcsolédast biztositia nem
valtozott. Ugyanakkor a hidrofil rész toltésének alapvet6 valtozasa a fehérje-
tehérje kolcsonhatasokra alapvetd befolyassal lehet. Varatlan eredmény volt
azonban, hogy C461N mutins nem replikal6dott protoplaszt rendszerben. Mivel
ebben az esetben a hélix szerkezet illetve a toltéseloszlas sem valtozik,
feltételezhet6, hogy a hélix a komplex 1a fehérje felszinén talalhat6 és kozvetlen és
nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a virusreplikaciéban.

Az 6sszes tobbi mutans replikalédott N. clevelandii protoplaszt rendszerben,
azonban a tovabbiakban két kiilonboz6 valaszreakcioval taldlkoztunk a novények
fert6zése sordn. Azokndl a mutdnsoknél ahol a 461-es aminosav oldallanca pozitiv
toltésti (C461K, C461R) szisztemikus fert6zés alakult ki. A C461K muténs
replikacidjanak hatékonysaga az Osszes tobbi mutansénal gyengébb volt, és
valoszintileg ennek kovetkeztében alakult ki a szisztemikus fert6zés 3-4 nappal
kés6bb, mint a C461R mutans esetén.

Az Ns-CMV, a C461A és a C461S virusok esetében hiperszenzitiv reakci6
alakult ki a N. tabacum cv. Xanthi-nc és N. glutinosa novények fert6zése sordn. Az
la fehérje 461. aminosavanak a gazdanovény hiperszenzitiv reakcidjanak (HR)
elinditdsdban jatszott szerepét a ,gén a génhez” (gene-for-gene) elmélet
segitségével értelmezhetjiik. A ,gén a génhez” elmélet szerint a HR
kialakuldsanak eléfeltétele egy gazda altal kodolt receptor és az avirulencia faktor
kompatibilis kolcsonhatasa (Gabriel and Rolfe, 1990, Keen, 1990), ezért
feltételezhetjiik, hogy a 461-es aminosav cseréje olyan médon véltoztatja meg
annak szerkezetét (ezdltal esetleg a kiilonben rejtett domének hozzaférhet6ségét)
vagy feliileti toltéseloszlasat, hogy a fehérje a HR-t elindit6 receptor liganduma
legyen. Lehetséges, hogy az 1a fehérje nem kozvetleniil 1ép kolcsonhatasba az R

proteinnel, hanem gazdafaktorokon kereszttil, mint azt tobb esetben HR
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kialakulasa soran feltételezték (Dangl and Jones, 2001; Schulze-Lefert, 2004). A
HR-nek két alapvets, konnyen azonosithaté jellemzdéje van. Egyrészt a fert6zés
kozvetlen helye koriil nekroézis alakul ki a sejtek elpusztulasanak kovetkeztében,
masrészt a patogén lokalizalodik a novénynek erre a szegmensére. A karfiol
mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) altal Nicotiana fajokon kialakulé HR
esetén bizonyitottdk, hogy a rezisztencia illetve a nekrotikus sejthalal
kiilonvalaszthaté (Cawly és mtsai., 2005) és kiilon-kiilon is indukalhatok (Cole és
mtsai.,, 2001). Mar a CMV esetében is sikeriilt a nekrotikus reakciét a virus
lokalizacidjatol elvalasztani tehénborsé gazdanovény esetén (Kim és Palukaitis,
1997). Az éaltalunk vizsgdalt mutans virusok esetén a C461A és a C461S mutansok
esetén a virusrezisztencia kialakult, mig a nekrézis nem indukélédott. Ezekre a
kisérleti eredményekre teljes magyarazatot majd csak a kdlcsonhatdsban résztvevé
tehérjék azonositasa, és a biokémiai utak teljes ismeretében tudunk majd adni. Egy
virusfert6zés kovetkezménye nagyon sok tényezo6tdl fligghet, példaul a
hémérsékletts]l (Erickson és mtsai.,, 1999; Tarapowala és Culver, 1996) vagy a
novény fejlédési stadiumatoél (Zheng és mtsai., 2004). A kisérleteink a fert6z6 virus
koncentracidjanak fontossagat is bizonyitottadk. Nagyon magas koncentracidja
virust hasznélva inokulumként, a HR helyett szisztemikus fert6zés alakulhat ki
(Ns-CMYV, C461S), azonban a C461S virus esetén kés6bb a szisztemikusan fert6zott
levél kisebb szegmensében lokalizalodik a virus. Ebben az esetben valészintileg a
rezisztencia kialakuldsa nem elég gyors ahhoz, hogy a magas koncentraciéja
virust a fert6zott sejtek kozvetlen kornyezetébe lokalizalja, azonban a novényi
védekezb rendszer a szisztemikus levelekben ,utoléri” a virust, és itt mar
sikeresen lokalizalja. LegerS6sebben a C461A virus esetén indukéalodik a
rezisztencia, hiszen itt egyetlen esetben sem figyeltiink meg szisztemikus
tineteket, tehat a virus ,megszokését”. Ezek az esetek jol mutatjadk, hogy egy
fert6z6 virus kiilonbdzé novényi vélaszreakcidkat indukalhat, akar kiilonboz6
biokémiai utak is versenyezhetnek egymassal, amelyek kolcsonosen hatassal
lehetnek egymadsra.

Mint minden tudoményos kutatds, az uborka mozaik virus-gazdansvény

kapcsolatok vizsgalata is egy folyamat része, mely korabbi eredményekre épiil, és
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egyuttal alapjat képezi tovabbi kutatdsoknak. Az itt leirt munkak sok kérdésre
valaszt adtak, bizonyos tiinettipusok genetikai determindnsait sikeresen
azonositottuk, de sok tjabb kérdés is felvet6dott, elsésorban a fert6zott novényben
kialakul6 virusfehérje-névényi fehérje kolcsonhatasokkal illetve az itt lejatsz6dé

valaszreakciokkal kapcsolatban, ami a tovabbi kutatasok kiindulépontja lehet.

110



dc_341 11

6. OSSZEFOGLALAS

A novényi virusok elleni védekezéshez a virusfert6zés folyamatanak
megértése, a virus-gazdandvény kapcsolatok megismerése elengedhetetlen.
Vizsgélataink ezeket az alapvet6 ismereteket bévitették az elmult évek soran.

Kiilonb6z6 uborka mozaik virus izoldtumok (R-CMV, Trk7-CMV, Rs-CMV,
Ns-CMV) felhasznalasaval két esetben sikeriilt jellemz6 tiinetek genetikai
determinansat virusfehérjék egyetlen aminosavahoz kotniink. Az egyik esetben a
kopenyfehérje, mig masik esetben az 1a fehérje egy-egy aminosavéara lokalizaltuk
a jellemz¢ ttinetekért felel6s determinénst.

Az els6 esetben a N. glutinosa novénynél az R-CMV éltal indukalt tortilésrol
bizonyitottuk, hogy a kopenyfehérje 193-as aminosavanak megvaltoztatdsa
onmagaban képes ezt a tiinetet indukdlni. Amennyiben ebben a poziciéban
polaris, de toltéssel nem rendelkez6 oldallanct aminosav helyezkedik el (szerin,
aszparagin) kialakul a torptilés, mig pozitiv toltésti oldallanc esetén (lizin) mozaik
tiinetek jelentkeznek. A ttinetek kialakuldsdban szerkezeti vizsgalataink alapjan a
kopenyfehérje foszforilaltsagi allapotanak van szerepe.

A maésik esetben az Ns-CMV kiilonleges patologiai jellegéért felels
aminosavat az la fehérje 461-es aminosavéara lokalizaltuk. Ez az izoldtum a
legtobb CMV-t6l eltéréen hiperszenzitiv vélaszreakciét indukalt N. tabacum cv.
Xanthi-nc és N. glutinosa tesztnovényeken. Vizsgalataink soran megéllapitottuk,
hogy nemcsak az Ns-CMV 1a fehérjéjében jelenlév6 cisztein aminosav indukalja a
kiilonleges patologiai jellemzSket, hanem a szerin és az alanin aminosavak
beépitése ugyanebbe a pozicibba szintén a virus lokalizaciéjdhoz vezet.
Ugyanakkor az 1a fehérje 46l-es pozicidjadba prolint, aszparagint vagy
glutaminsavat épitve a virus replikdcidja megsziinik. A 461. aminosav
elhelyezkedését vizsgalva megallapitottuk, hogy ez a virusfert6zésben tobb
szempontbodl kulcsfontossagt rész az la fehérje egy amfipatikus a-hélix részén
helyezkedik el. A mutans virusok tovabbi vizsgalata azt is bizonyitotta, hogy a
novény valaszreakcidjaban a virusfert6zés sordn a fert6z6 inokulum
koncentracidjanak fontos szerepe van, valamint, hogy egyes esetekben a

nekrotikus valaszreakci6 és a virus lokalizacidja szétvélaszthato.
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Természetesen a virusfert6zés soran ritkabbak az ilyen esetek, amikor
egyetlen virusfehérje egyetlen aminosavara lokalizalhatok a megjelend tiinetek.
Az esetek tobbségében a fert6zés kialakuldsdhoz a virusfehérjék funkcionalisan
fontos részeinek egymassal, illetve a gazdanovéy fehérjéivel illetve
nukleinsavaival val6 kolcsonhatasa vezet.

Munkank soran bizonyitottuk, hogy a kopenyfehérje pB-pC hurok részében
elhelyezked6 harom aminosavnak kulcsszerepe van a virus hossza tava
mozgasdban uborka novény esetén, azonban nem ez az egyetlen kopenyfehérje
régi6, ami a virus hosszi tdva mozgdsaban szerepet jatszik ennél a
gazdanovénynél. Ugyancsak bemutattuk, hogy a cucumovirusok sejtrél-sejtre
terjedésének alapfeltétele a mozgasi fehérje karboxi-termindlis részének
kompatibilitdsa a kopenyfehérje karboxi-terminélis kétharmadaval. A szélesebb
gazdanovénykorrel rendelkez6 CMV mozgési fehérjéje rugalmasabb a TAV
mozgasi fehérjéjénél, aminek szerepe lehet a virus elterjedtségében is.

Munkénk soran bemutattuk azt is, hogy a CMV mozgasi fehérjéje
helyettesithet egy masik viruscsalddba tartozé virus (CymRSV) mozgéasi
fehérjéjével. Ez a rekombinédns virus életképes, de az altala indukalt tiinetekre és a
szisztemikus terjedésre alapvets, a gazdanovénytdl fiiggd hatassal van az idegen
mozgéasi fehérje megjelenése.

A  mezbégazdasagi teriileteken, illetve természetes ©koszisztémaban
jelenlév6 virusoknak napjainkban csak egy része ismert és jol jellemzett,
ugyanakkor ezek a virusok is folyamatosan alkalmazkodnak a valtozo
kornyezethez. Munkank soran a foldimogyoré satnyulds virus egy régoéta ismert
patotipusanak a molekuldris jellemzését is elvégeztiik. Megallapitottuk, hogy a
Pannon o©korégi6 teriiletén az akdcrél szdrmazé PSV izolatumok egy jol
elkiilontils, aj alcsoportot, a IV. alcsoportot alkotjak. Ennek az alcsoportnak a
kialakuldasdban RNS rekombindcié szerepet jatszott, majdnem a teljes
kopenyfehérje kicserél6dott a II. és III. alcsoport kozott. A rekombinécié szerepet
jatszhatott az akdchoz, mint gazdanovényhez torténé alkalmazkodas

folyamataban.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Bizonyitottuk, hogy az uborka mozaik virus R izoldtuma 4&ltal okozott
torptiléses ttinetek kialakitdsdért N. glutinosa novényen a kopenyfehérje
193-as aminosava a felel6s. Ha ebben a poziciéban aszparagin vagy szerin
talalhatd, a torpiiléses tiinetek kialakulnak, mig lizin jelenléte esetén
mozaik ttinetek alakulnak ki. A tiinetek kialakuldasdban a molekula
modellezés alapjan a kopenyfehérje foszforilaciés allapotanak véltozasa

jatszik szerepet.

. Megéllapitottuk, hogy a CMV szisztemikus terjedésében a pB-fC hurok
régié 78., 79. és 80. aminosava jatszik kulcsszerepet uborka novények
esetén. Az uborkat szisztemikusan nem fert6z6 TAV hossza tava
mozgésanak kialakitdsdhoz ennek a régiénak a modositdsa nem elég, igy a
hossza tavi mozgésban egyéb kopenyfehérje régioknak is meghatarozo

szerepe van.

. Igazoltuk, hogy a cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedésének feltétele a
mozgési fehérje és a kopenyfehérje kompatibilitasa. Ehhez a
kompatibilitdshoz egyrészt a mozgasi fehérje karboxi-terminélis 30 (TAV)
illetve 29 (CMV) aminosava, illetve a kopenyfehérje karboxi-terminélis 150
aminosava sziitkséges. Megallapitottuk, hogy a kompatibilitas kialakulasa
soran a CMV MP kevésbé specifikus, mint a TAV MP, és ez a rugalmassag

hozzajarulhat a CMV szélesebb gazdanovénykoréhez illetve elterjedéséhez.

. Azonositottunk a kopenyfehérje felszinén egy zsebet, melynek

toltéseloszlasa a virus sejtrél-sejtre terjedéséhez kulcsfontossagu.

. Bizonyitottuk, hogy a CMV mozgasi fehérjéje heterolég (CymRSV eredetti)
mozgasi fehérjével helyettesithets, és az igy keletkez6 virus fert6zéképes.

Megallapitottuk, hogy a heterolég mozgasi fehérje jelentésen moédosithatja
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a CMV-re jellemz6 tiineteket. Csak lokalisan fert6z6d6 gazdancvények
esetén meghatdrozza a lokalis 1éziok méretét, jellegét, mig mindkét sziilé
altal szisztemikusan fert6z6d6 gazdanovények esetén modositjia a
virusfert6zés tiineteit. Csak a CMV altal szisztemikusan fert6zott
gazdanovényeknél nem minden esetben marad meg a virus szisztemikus
terjedése, igy a MP-nek a virus hosszt tavi mozgasaban is fontos szerepe

van.

Els6ként allapitottuk meg, hogy a PSV evoltcidjaban a rekombinacié fontos

szerepet jatszott.

Leirtuk a PSV negyedik alcsoportjat, mely alcsoport tipustérzse a
hazankban akacon el6fordulé Rp-PSV.

Bizonyitottuk, hogy a Pannon ¢korégié teriiletén, akac novényen a IV.

alcsoport PSV izolatumai vannak jelen.

Igazoltuk, hogy az Ns-CMV kiilonleges patolédgiai tulajdonsdgaiért az la
fehérje 461-es aminosava a felel6s. Megéllapitottuk, hogy ez az aminosav
egy amfipatikus a-hélix részét képezi, és az aminosav jellege alapvetd
fontossagu a virusreplikdciéban és a tiinetek tipusanak meghatarozasaban

is.

Leirtuk, hogy a fert6z6 virus koncentracidja kulcsfontossagti a novényi

valaszreakci6 tipusanak meghatarozasaban.

Bizonyitottuk, hogy hiperszenzitiv reakci6 esetén a virus lokalizacidja és a

nekrotikus fenotipus szétvalaszthato.
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